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RESUMO 
 
A inflamação desempenha importante papel no surgimento e na progressão de lesões 
prostáticas, estando frequentemente relacionada ao processo de envelhecimento. Nesse 
sentido, terapias quimiopreventivas tem se destacado como uma nova abordagem 
terapêutica, as quais tem por finalidade atenuar e/ou bloquear os agentes primários da 
iniciação do câncer, tal como a inflamação. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o 
potencial quimiopreventivo do anti-inflamatório não esteroidal Celecoxibe, e da Goniotalamina 
(GTN), estiril-lactona presente em plantas do gênero Goniothalamus, através da análise de 
parâmetros relacionados à morfológia, inflamação, proliferação, apoptose e sobrevivência 
celular da próstata ventral de camundongos senis (FVB) e transgênicos para adenocarcinoma 
de próstata (TRAMP). Neste estudo, camundongos FVB senis (52 semanas de idade) e 
TRAMP (8 semanas de idade) foram tratados durante 4 semanas com Celecoxibe 
(10mg/Kg/dia) e GTN (150mg/Kg/dia), sendo ambos tratamentos administrados isoladamente 
em cada grupo experimental. Os camundongos TRAMP tratados com Celecoxibe e GTN 
foram subdivididos em dois grupos experimentais: 1) grupo de resposta imediata, isto é, 
eutanaziados logo após o término do tratamento; 2) grupo de resposta tardia, os quais foram 
eutanaziados após 10 semanas do término do tratamento. Para análise de ressonância 
magnética nuclear (RMN) foram utilizados três grupos experimentais: SENIL FVB; e TRAMP 
de 8 (T8) e 12 (T12) semanas de idade. Os resultados apresentados demonstraram que o 
envelhecimento propiciou o surgimento de alterações morfológicas na próstata como atrofia e 
proliferação epitelial, hipertrofia e hiperplasia estromal, bem como aumento de mediadores 
pró-inflamatórios (COX-2, NfkB, TNF-α, IL-6 e IL-1β). Semelhantemente, níveis aumentados 
dos mesmos marcadores inflamatórios, e fatores relacionados à eventos de proliferação 
celular como STAT-3 e IGFR-1 foram verificados na próstata dos camundongos TRAMP 
conforme o aumento da agressividade das lesões. Os tratamentos com GTN e Celecoxibe 
foram efetivos na diminuição dos mediadores pró-inflamatórios e recuperação da morfologia 
glandular em ambos os modelos animais. Destacamos a eficácia da GTN no modelo TRAMP 
nos períodos de resposta imediata e tardia ao tratamento, onde foi verificado a diminuição 
significativa da incidência de lesões pré-malignas e malignas. Esses resultados foram 
confirmados pela diminuição significativa da imunomarcação do marcador de proliferação 
celular PCNA. No modelo senil a GTN e o Celecoxibe também mostrou-se efetiva na 
contenção de lesões proliferativas e aumento da apoptose celular. No TRAMP, o Celecoxibe 
mostrou-se efetivo na regulação dos níveis de COX-2, mesmo em estágios avançados da 
doença. Contudo, o tratamento com GTN influenciou maior quantidade de vias envolvidas no 
desenvolvimento do adenocarcinoma prostático, quando comparado ao Celecoxibe. Quanto 
à análise metabolômica, os resultados demonstraram aumento significativos no metabolismo 
de glicerofosfolipídeos durante a senescência, e diminuição do citrato no modelo de câncer. 
Assim sendo, concluímos que a senescência é capaz de criar um microambiente 
potencialmente capaz de desenvolver lesões neoplásicas, considerando o processo 
inflamatório e aumento proteico e metabólico de indicadores de processos proliferativos. Além 
disso, concluímos que o controle do processo inflamatório em estágios iniciais do 
desenvolvimento de lesões pré-neoplásicas tanto no modelo senil, quanto no modelo TRAMP 
foi fundamental para regulação negativa de vias de sinalização envolvidas em processos 
proliferativos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
ABSTRACT 
 
Inflammation plays an important role in the onset and progression of prostatic lesions, 
and is often related to the aging process. Therefore, chemopreventive therapy has emerged 
as a new therapeutic approach, which aims to mitigate and / or block the primary cancer 
initiation agents, such as inflammation. Thus, the aim of this thesis was to evaluate and 
compare the effects of Goniothalamin (GTN) and Celecoxib on the structural and molecular 
parameters in the ventral prostate in senile (FVB) and transgenic adenocarcinoma of the 
mouse prostate (TRAMP) mice. Senile FVB mice (52 weeks old) and TRAMP mice (8 weeks 
old) were treated for 4 weeks with Celecoxib (10 mg / kg / day) or GTN (150mg / kg / day). 
Both treatments were administered separately in each experimental group. The TRAMP mice 
treated with Celecoxib or GTN were divided into two groups: 1) immediate response group, 
i.e., euthanized immediately after the treatment; 2) late response group, i. e. euthanized after 
10 weeks of treatment. For nuclear magnetic resonance analysis (1H-NMR), three 
experimental groups were evaluated: SENILE FVB mice; and TRAMP mice at 8 (T8) and 12 
(T12) weeks of age. The aging process contributed to morphological changes in the prostate 
such as atrophy and proliferation in the epithelial compartment, stromal hypertrophy and 
hyperplasia, and an increase of pro-inflammatory mediators (COX-2, NFKB, TNF-α, IL-6 and 
IL- 1β). Similarly, increased levels of these inflammatory markers, as well as factors related to 
proliferation (STAT-3 and IGFR-1), were observed in the prostate of TRAMP mice throughout 
the disease progression. GTN and Celecoxib treatments were effective in controlling the 
inflammation and led to glandular morphology recovery in both animal models. Our data 
highlighted GTN efficacy in TRAMP groups, which showed a significant decrease in the 
incidence of premalignant and malignant lesions. These results were confirmed by a significant 
decrease in the PCNA cell proliferation marker. Celecoxib was effective in COX-2 pathway 
regulatation, even at advanced cancer stages. However, GTN treatment influenced greater 
amount of pathways involved in prostate cancer development, when compared to Celecoxib. 
In the senile model, both treatments prevented the onset of proliferative lesions and increased 
cell apoptosis. In relation to the metabolomic analysis, the results showed a significant increase 
in the glycerophospholipid metabolism during senescence, and a citrate decrease in the 
cancer model. In conclusion, this study confirmed the senile prostatic microenvironment 
susceptibility to the development of neoplasias through the protein and metabolic increase of 
proliferative process markers. Furthermore, the control of the inflammatory process at early 
stages of the development of precancerous lesions in senile and TRAMP mice was key to 
downregulate signaling pathways involved in proliferative processes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
LISTA DE ABREVIATURAS  
AIP: Atrofia inflamatória proliferativa 
AKT: Proteina quinase B / Protein kinase B 
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BCL-2: Célula-B de linfoma 2 / B-cell lymphoma 2 
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COX-2: Ciclooxigenase-2 / Cycloxygenase-2 
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ER-α: Receptor de estrógeno alfa / Estrogen receptor alpha 
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HBP: Hiperplasia Benigna da Próstata 
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IGF: Fator de crescimento homólogo à insulina / Insulin-like growth factor 
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IL: Interleucina / interleucin 
iNOS: Inducible nitric oxide synthase 
JAK:  Janus kinase 
LGPIN: Low-grade prostatic intraepithelial neoplasia 
LNCAP: Linhagem celular de adenocarcinoma prostática sensível a andrógenos 
NfκB: Fator nuclear kappa B / Nuclear factor-kappa B 
NIP: Neoplasia intraepitelial prostática 
NOS: Nitric oxide synthase 
NSAID: Drogas anti-inflamatórias não esteroidais / Nonsteroidal anti-inflammatory drugs 
PBS: Tampão fosfato salino / Phosphate-buffered saline 
PC3: Linhagem celular de adenocarcinoma prostática não sensível a andrógenos 
PCa: Prostate Cancer 
PCNA: Antígeno Nuclear da Proliferação Celular / Proliferating cell nuclear antigen 
PIA: Proliferative inflammatory atrophy 
  
 
 
pNfκB: Fator nuclear kappa B fosforilado /Nuclear factor-kappa B phosphorylated 
PPAR: Receptores ativados por proliferadores de peroxissomo 
PSA: Antígeno específico da próstata/ Prostate specific antigen 
pSTAT3:  Transdutor de sinal e ativador de transcrição fosforilado / Signal transducer and 
activator of transcription phosphorylated 
RIPA: Radioimmunoprecipitation assay buffer 
RMN: Ressonância magnética nuclear 
RNS: reactive nitrogen species 
ROS: Espécies reativas de oxigênio  
SDS: Sodium dodecyl sulfate 
SOCS suppressor of the cytokine signaling 
STAT: Transdutor de sinal e ativador de transcrição / Signal transducer and activator of 
transcription 
TBS-T: Tris-buffered saline 
TNF-α: Factor de necrose tumoral alfa / Tumor necrosis factor alpha 
TRAMP: Transgenic adenocarcinoma of the mouse prostate 
VCAM-1: Molécula de adesão celular vascular-1 / Vascular cell adhesion protein 1 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1. Generalidades da Próstata  
A próstata é uma glândula sexual acessória masculina presente em todas as ordens 
de mamíferos e desempenha importante papel no processo reprodutivo (Setchell and Brooks, 
1988; Marker et al., 2003; Untergasser et al., 2005). Esta glândula produz uma secreção 
composta por diferentes constituintes como ácido cítrico, espermina, prostaglandinas, 
fosfatase ácida, e zinco, os quais propiciam um meio favorável para o condicionamento e 
sobrevivência dos espermatozoides (Frick and Aulitzky, 1991; Hayward and Cunha, 2000).  
Nos roedores, a próstata é constituída por três pares de lobos: ventral, lateral e dorsal, 
de acordo com a localização ao redor da uretra prostática, e um par de glândulas 
coaguladoras ou próstata anterior localizadas na face côncava das vesículas seminais (Figura 
1) (Jesik et al., 1982; Sugimura et al., 1986; Aumuller and Seitz, 1990; Oliveira et al., 2016). 
Esses lobos estão conectados à uretra por uma série de ductos e são funcionalmente 
similares à próstata humana (Jesik et al., 1982; Aaron et al., 2016). Os diferentes lobos 
prostáticos diferem quanto à morfologia, os tipos de produtos secretados e à resposta 
hormonal (Costello and Franklin, 1994; Colombel and Buttyan, 1995; Oliveira et al., 2016). De 
maneira geral, a histologia da próstata é definida por um conjunto de estruturas túbulo-
alveolares, onde o epitélio secretor simples encontra-se envolvido pelo estroma (Aumuller and 
Adler, 1979). O epitélio prostático é constituído, predominantemente, por células colunares 
secretoras, além de células basais entremeadas às células epiteliais, e em menor número 
células neuroendócrinas (McNeal, 1988; Abate-Shen and Shen, 2000; Garraway et al., 2003; 
Oliveira et al., 2016). O estroma prostático é formado por um arranjo complexo de células 
estromais e matriz extracelular associados a fatores de crescimento, moléculas reguladoras 
e enzimas de remodelação, as quais provêm sinais biológicos gerais e exercem influências 
mecânicas sobre as células epiteliais (Tuxhorn et al., 2001; Cunha and Matrisian, 2002; 
Bianchi-Frias et al., 2010). É conhecido que a interação epitélio-estroma tem papel 
fundamental na manutenção da estrutura e funcionamento da próstata e, baseando-se em 
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aspectos morfológicos, funcionais e embriológicos, esta interação pode ser considerada como 
única unidade funcional (Aumuller and Seitz, 1990; Ekman, 2000; Hayward and Cunha, 2000). 
Nesse sentido, o desequilíbrio da interação epitélio-estroma na próstata favorece o 
desenvolvimento de processos neoplásicos (Cunha et al., 2002). Além disso, células 
estromais associadas às células tumorais podem responder aos andrógenos e a fatores de 
crescimento levando a interrupção da homeostase epitélio-estromal, o que desencadeia 
processos de crescimento, migração, angiogênese, apoptose e metástases tumorais (Cunha 
et al., 2001; Cunha et al., 2003). 
Apesar da próstata ser primariamente regulada por andrógenos, o seu 
desenvolvimento em humanos e roedores é sensível a outros hormônios, como o estrógeno, 
o qual atua sinergicamente à testosterona influenciando tanto as funções normais do órgão, 
quanto alterações patológicas (Weihua et al., 2001; Cunha et al., 2002). Os efeitos 
estrogênicos na próstata são complexos e podem envolver tanto ações diretas sobre o tecido 
prostático, através dos receptores estrogênicos, como indiretas, através da regulação 
negativa do eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal, causando a redução dos níveis de 
andrógenos circulantes (Cunha et al., 2002; Taylor et al., 2006; Bonkhoff and Berges, 2009).  
Figura 1.  
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Figura 1. Órgãos urogenitais de camundongos machos. Próstata: Lobo Ventral (VP); Lobo 
Lateral (LP); Lobo Dorsal (DP); Lobo Anterior ou Glândula de Coagulação (AP). Uretra (U); 
Vesícula Seminal (SV). Bexiga Urinária (B) (Modificado de Oliveira et al., 2016) 
 
1.2. Senescência e Lesões Prostáticas  
O envelhecimento está associado a mudanças significantes no ambiente hormonal 
sendo fator causador de alterações morfofuncionais na próstata, as quais predispõem o órgão 
ao desenvolvimento de desordens urológicas tais como a hiperplasia benigna da próstata 
(HBP) e o câncer de próstata (CaP) (Banerjee et al., 2000; Krtolica and Campisi, 2002; Lau 
et al., 2003; Roy-Burman et al., 2004). É esperado que nos próximos anos o câncer seja o 
principal responsável de morte por doenças, superando doenças do coração (Siegel et al., 
2015). No Brasil, com exceção dos tumores de pele não melanoma, CaP é o mais incidente 
entre homens, sendo estimado cerca de 61.200 novos casos para 2016 (INCA, 2015). 
Embora haja variações entre os indivíduos, há um declínio progressivo nos níveis de 
testosterona e dehidroepiandrosterona circulantes, o qual é acompanhado por um acréscimo 
na conversão de andrógenos em estrógenos, resultando no desequilíbrio hormonal 
(Srinivasan et al., 1995; Harman et al., 2001). Além disso, altos níveis de estrógeno 
associados a baixos níveis de testosterona tem sido relacionados ao aumento do processo 
inflamatório e à emergência de lesões pré-neoplásicas e neoplásicas na próstata (Ellem et 
al., 2009; Jia et al., 2015).  
No animal senil, a depleção androgênica é causadora da involução das células 
epiteliais prostáticas, aumento de células inflamatórias, atipia focal, além da diminuição da 
taxa de receptores androgênicos (Cavazos, 1975; Lau et al., 2003; Kido et al., 2014). Segundo 
Lau et al. (2003), tais alterações evidenciadas na próstata de ratos senis são similares 
àquelas verificadas na hiperplasia benigna prostática em humanos. Esses mesmos autores 
sugeriram perda de função prostática na senescência como resultado da diminuição da 
expressão de genes de síntese e checagem de proteínas e inibição do crescimento celular, 
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declínio do metabolismo energético, além da transcrição aumentada de genes relacionados 
à sobrevivência celular e evasão apoptótica.  
Devido às condições patológicas que acometem a próstata preferencialmente durante 
a senescência, sua morfologia, fisiologia e, recentemente, os complexos mecanismos 
moleculares que a envolvem, têm sido examinados com particular atenção. Desordens 
benignas e malignas da próstata estão entre as doenças mais comuns a afetar os homens, 
particularmente em países industrializados (Ellem and Risbridger, 2010; Siegel et al., 2015). 
Dentre as doenças prostáticas está a HBP, a qual se caracteriza por uma predominante 
proliferação estromal e, embora aumento substancial do epitélio também ocorra, a integridade 
regional da glândula é mantida (Droller, 1997). O CaP, em contraste, é considerado 
primariamente uma desordem epitelial e, frequentemente estende-se além dos limites normais 
do órgão (Droller, 1997). Além da HBP e do CaP, outras lesões da próstata tem sido 
frequentemente reportadas em diferentes tipos de estudos, como a neoplasia intraepitelial 
prostática (NIP), considerada uma lesão que precede o carcinoma prostático, e a atrofia 
inflamatória proliferativa (AIP) (De Marzo et al., 1999; Voltaggio et al., 2016). A AIP, descrita 
inicialmente por De Marzo et al. (2007), é tipicamente associada à inflamação prostática, e 
considerada uma possível precursora da NIP de alto grau e do CaP (Nelson et al., 2003; De 
Nunzio et al., 2011). As lesões da AIP tendem a ocorrer na periferia da próstata e emergem 
como consequência da proliferação regenerativa das células epiteliais como uma resposta a 
uma injúria causada por infecção, trauma celular resultante de dano oxidativo, hipóxia e 
autoimunidade (Nelson et al., 2003). 
 
1.3. Modelo TRAMP 
Modelos experimentais têm sido utilizados no estudo dos aspectos biológicos e 
genéticos do desenvolvimento do CaP, destacando-se os modelos murinos geneticamente 
modificados (Abate-Shen and Shen, 2000; Roy-Burman et al., 2004; Chiaverotti et al., 2008). 
O camundongo transgênico para o adenocarcinoma de próstata (TRAMP) expressa 
oncoproteína viral (Tag) SV40 nas células luminais prostáticas sob o controle do promotor 
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andrógeno-responsivo do gene probasina de rato, bloqueando assim a atividade de 
importantes genes supressores de tumor (Greenberg et al., 1995; Gingrich et al., 1999; Huss 
et al., 2001). O TRAMP desenvolve formas progressivas do câncer durante seu tempo de 
vida, apresentando NIP entre 6 e 12 semanas de idade, neoplasia bem diferenciada 
geralmente é observada entre 10 e 16 semanas de idade, e entre 18 e 24 semanas todos os 
animais exibem tumores primários e metastáticos (Gingrich et al., 1999; Greenberg et al., 
1995; Gingrich et al., 1999; Abate-Shen and Shen, 2000; Chiaverotti et al., 2008). A partir de 
30 semanas, esses animais apresentam metástases para nódulos linfáticos e/ou pulmões 
bem como invasão das vesículas seminais (Abate-Shen and Shen, 2000; Chiaverotti et al., 
2008; Dal Pozzo et al., 2016). Desta maneira, esse modelo tem sido amplamente utilizado no 
estudo dos eventos moleculares da progressão do CaP, uma vez que o animal desenvolve 
tumores prostáticos que compartilham muitas características com o câncer humano, incluindo 
metástases, progressão para a independência androgênica e diferenciação neuroendócrina 
(Chiaverotti et al., 2008). Além disso, a utilização de modelos de câncer é vantajosa na 
pesquisa científica, pois permite que as múltiplas etapas da iniciação e progressão do câncer 
sejam avaliadas em um sistema controlado (Chiaverotti et al., 2008). 
O modelo TRAMP foi originalmente produzido e caracterizado a partir da linhagem de 
camundongos C57BL/6 (B6), contudo foi demonstrado posteriormente que os tumores 
surgiam mais rapidamente e apresentavam-se mais vascularizados em camundongos 
[C57BL/6 TRAMP fêmea X FVB] F1  (Greenberg et al., 1995; Gingrich et al., 1999). Para o 
presente estudo, os camundongos foram gerados nos backgrounds FVB. Essa nítida variação 
fenotípica na patogênese dos tumores em função da linhagem precursora sugeriu que os 
fatores genéticos podem ter um efeito profundo na iniciação e progressão do câncer no 
modelo TRAMP, sendo que muitos estudos subsequentes foram realizados utilizando esses 
animais (Gingrich et al., 1999; Huss et al., 2003a; Huss et al., 2003b; Isayeva et al., 2007; 
Chiaverotti et al., 2008).  
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1.4. Inflamação e Lesões Prostáticas 
Em 1863, Virchow já destacava a ideia de que a origem do câncer estava em um sítio 
de inflamação crônica, baseado na sua hipótese de que algumas classes de irritantes 
teciduais juntamente com a injúria tecidual, inflamação resultante desses processos 
provocavam o aumento da proliferação celular (Balkwill and Mantovani, 2001; Crusz and 
Balkwill, 2015). Assim, por mais de 100 anos, patologistas têm reconhecido que grande parte 
dos cânceres estão envolvidos com eventos inflamatórios (Rollins, 2006). 
A inflamação per se é um fenômeno complexo que consiste de componentes humorais 
e celulares (Sciarra et al., 2008). Além disso, é usualmente um evento auto-limitante, com a 
liberação inicial de citocinas pró-inflamatórias, fatores de crescimento e angiogênicos, 
seguidos da resolução da inflamação mediada por citocinas anti-inflamatórias (Hamid et al., 
2011). Entretanto, na inflamação crônica composta por células T cronicamente ativadas e 
fagócitos mononucleares (monócitos e macrófagos), há uma persistência desses promotores 
ou falha nos mecanismos que finalizam a inflamação. Assim, mais citocinas pró-inflamatórias 
são liberadas tanto quanto fatores angiogênicos e de crescimento, os quais amplificam a 
resposta inflamatória (Hamid et al., 2011). 
Outro enfoque importante é a inflamação como ponto chave na deflagração de lesões 
prostáticas, malignas ou não, durante o envelhecimento. A senilidade, como já dito 
anteriormente, está associada a alterações hormonais e moleculares, como o aumento de 
infiltrado inflamatório (Ellem and Risbridger, 2010; Jia et al., 2015). É importante salientar que 
são escassos os estudos considerando as mudanças morfofisiológicas na próstata durante a 
senilidade como eventos primordiais que antecedem o surgimento de lesões neste órgão. Ao 
longo dos últimos anos, nosso grupo de pesquisa tem destacado a presença de células 
inflamatórias associada ao desequilíbrio hormonal, desorganização estrutural, e lesões 
proliferativas na próstata como decorrência do processo de envelhecimento  (Montico et al., 
2010; Kido et al., 2014). Bianchi-Frias et al. (2010) apontaram, na próstata de animais senis, 
o aumento na expressão de genes associados à inflamação, e salientaram a capacidade da 
resposta e produção de sinais inflamatórios das células estromais durante este período de 
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vida. Além disso, elevados níveis de específicos marcadores gênicos para natural killers foram 
verificados no tecido prostático de ratos senis (Bianchi-Frias et al., 2010). Estas observações, 
juntamente com o aumento na expressão gênica imuno-específicas, são consistentes com o 
aumento da infiltração de linfócitos e macrófagos na próstata de ratos senis, porém, 
permanece a ser determinado se os infiltrados inflamatórios são a causa ou resposta das 
alterações moleculares exibidas no estroma senil (Bianchi-Frias et al., 2010). Assim, como os 
estímulos para a inflamação da próstata estão em grande parte ainda a serem definidos, a 
compreensão da imunobiologia da próstata ainda é relativamente escassa (Sfanos and De 
Marzo, 2012). 
A expressão e função de citocinas pró-inflamatórias no CaP tem sido extensivamente 
investigada devido ao seu papel na regulação da proliferação, apoptose, migração, invasão e 
angiogênese (Culig and Puhr, 2012). Citocinas pró-inflamatórias, tais como as interleucinas 
IL-1, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8 e IL-17, são secretadas em altas taxas pelas células T e 
células epiteliais e estromais prostáticas, além dos leucócitos que compõe a maior parte dos 
infiltrados inflamatórios (De Nunzio et al., 2011; Hamid et al., 2011). Acredita-se que essas 
citocinas estão envolvidas na regulação do crescimento celular epitelial e estromal, através 
da interação molecular autócrina e parácrina entre esses grupos celulares ou via indução da 
expressão da ciclooxigenase-2 (COX-2) (De Nunzio et al., 2011; Hamid et al., 2011). 
Dentre as várias interleucinas, a IL-6 tem se destacado especialmente em estudos de 
carcinogênese prostática (Hodge et al., 2005; Culig and Puhr, 2012). A IL-6 é uma citocina 
multifuncional envolvida em numerosos processos inflamatórios inatos e adaptativos incluindo 
a ativação das células B, resposta de fase aguda inflamatória e trombopoiese (Hirano, 1992). 
Além disso, a IL-6 é secretada tanto por células epiteliais normais quanto neoplásicas, e pode 
atuar como fator de crescimento na HBP e no CaP (Djavan et al., 2009). Outras fontes 
reconhecidas de IL-6 incluem fibroblastos, monócitos ou macrófagos ativados, células T e B 
ativadas, células endoteliais, e células estromais (Djavan et al., 2009; Sfanos and De Marzo, 
2012). Segundo Mechergui et al. (2009), na ausência de andrógenos, a IL-6 regula o 
crescimento do carcinoma prostático e ativa o gene dependente do receptor de andrógeno. 
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Além disso, a IL-6 é principal ativadora da via de sinalização do transdutor de sinal e ativador 
de transcrição-3 (STAT3) (Hodge et al., 2005; Rojas et al., 2011; Culig and Puhr, 2012). Os 
transdutores de sinais e ativadores de transcrição (STATs) incluem uma classe de proteínas 
citoplasmáticas que atuam na regulação do crescimento e sobrevivência celular (Levy and 
Lee, 2002; Lavecchia et al., 2011). Em células humanas ou de roedores, a ativação ligante-
dependente das proteínas STATs é um processo transiente, que leva diversos minutos ou 
horas para ser concluído (Lavecchia et al., 2011). Em contraste, em muitos tumores, onde há 
uma desregulação na produção de fatores de crescimento, as proteínas STAT 
(especialmente, STAT1, 3 e 5) são constantemente fosforiladas e ativadas (Lavecchia et al., 
2011). Assim, níveis anormais de STAT-3 ativadas tem sido observadas em linhas celulares 
de cânceres de mama, ovário, próstata, entre outros (Bromberg and Wang, 2009; Lavecchia 
et al., 2011). 
Outra molécula relacionada com a inflamação que tem gerado grande interesse no que 
diz respeito ao câncer da próstata é a ciclooxigenase 2 (COX-2), Esta enzima é uma isoforma 
induzível das enzimas que convertem o ácido araquidônico em prostaglandinas pró-
inflamatórias, podendo sua superexpressão estar relacionada a áreas de atrofia inflamatória 
proliferativa, um fator de risco previsto para o câncer de próstata (Sfanos and De Marzo, 
2012). Na inflamação crônica, a produção de COX-2 é estimulada de maneira contínua, 
aumentando a produção de prostaglandina E2 e as concentrações de BCL-2 e, ao mesmo 
tempo, reduzindo a produção de E-caderina, fato que resulta na perda de adesão celular 
célula-a-célula (Wang et al., 2004; Sobolewski et al., 2010; Hamid et al., 2011). A COX-2 
também modula a produção de fatores angiogênicos e encontra-se supra-regulada numa 
variedade de cânceres, incluindo o CaP (Wang et al., 2004; Caruso et al., 2009). Yoshimura 
et al. (2000) verificaram que a expressão de COX-2 foi modulada de acordo com o grau de 
agressividade do adenocarcinoma prostático. Ainda, esses autores encontraram elevada 
expressão de COX-2 não só no epitélio, mas em vasos sanguíneos e no estroma prostático. 
O estresse oxidativo, assim como o genotóxico e o inflamatório também são potentes 
estimuladores de fatores de transcrição da família NfκB (Tilstra et al., 2011). Devido a 
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capacidade de responder a diferentes estímulos, o NfκB encontra-se como mediador chave 
na regulação de diferentes vias relacionadas ao envelhecimento, como resposta imune, 
metabolismo, senescência celular e apoptose (Tilstra et al., 2011). Entre os fatores de 
transcrição, as proteínas da familia do fator nuclear kB (NFkB) formadas pelo complexo 
NFkB/Rel, RelA/p65, c-Rel, RelB e os componentes p50 (p105) e (p100), são essenciais para 
inflamação, imunidade, proliferação celular e apoptose (Viatour et al., 2005; Salminen et al., 
2008; He and Karin, 2011). Em células não estimuladas, o NFkB encontra-se em estado 
latente no citoplama celular ligadas a proteínas inibidoras IkB (IkBα, IkBβ, IkBg, IkBe, and 
Bcl3). Sob estimulação interna ou externa, as proteínas IkB são fosforiladas e, então, 
ubiquitinadas e processadas pelos proteossomos. Em seguida o complexo NFkB é 
translocado para o núcleo onde ativará a transcrição de diversos genes, principalmente 
relacionados a inflamação (Viatour et al., 2005; Salminen et al., 2008; He and Karin, 2011). 
Existem inúmeras variações de vias capazes de ativar o NFkB, bem como diferentes alvos de 
ação desse fator de transcrição. A desregulação do NfκB pode potencialmente levar à 
amplificação da resposta inflamatória, principalmente no microambiente tumoral (Hamid et al., 
2011). Wong et al. (2009) verificaram que células epiteliais prostáticas expostas ao meio 
contendo mediadores pró-inflamatórios solúveis ativaram diretamente o NfκB, o qual induziu 
a produção local de IL-1β, TNF-α, IL-6, concomitantemente à supraregulação do receptor 
estrogênico alfa (ER-α) e a molécula de adesão VCAM-1. Assim, a exposição do 
microambiente prostático à condição inflamatória destacou a potencial relação entre a 
inflamação crônica e seu envolvimento na promoção da carcinogênese prostática (Wong et 
al., 2009). 
Polipeptídeos como os fatores de crescimento homólogos à insulina (IGFs) são 
elementos mitogênicos importantes para o funcionamento das diferentes glândulas sexuais 
acessórias masculinas, incluindo a próstata (Djavan et al., 2001). O IGF-1 atua como 
mitógeno em uma variedade de células e suas ações são mediadas por dois tipos de 
receptores transmembrana; o receptor tipo I (IGFR-I), que é expresso nas células epiteliais e 
estromais da próstata, e o tipo 2 (IGFR-2), o qual não foi encontrado nas células epiteliais e 
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estromais da próstata (Djavan et al., 2001). O IGF é produzido por células estromais e atuam 
como fatores de crescimento parácrinos no epitélio prostático normal, podendo sua 
acentuada expressão estimular a proliferação de células cancerosas e suas metástases 
(Weroha and Haluska, 2012; Travis et al., 2016). 
 
1.5. Inflamação, Drogas Não-esteroidais e Quimioprevenção 
As células inflamatórias exercem um efeito significativo sobre o desenvolvimento 
tumoral (Coussens and Werb, 2002). Precocemente no processo neoplásico, as células 
inflamatórias tornam-se poderosos promotores do tumor, produzindo um ambiente atrativo 
para o crescimento tumoral, facilitando a instabilidade genômica e promovendo a angiogênese 
(Coussens and Werb, 2002). As ações pró-tumorais das células inflamatórias incluem a 
liberação de fatores de crescimento e sobrevivência, promoção da angiogênese, estimulação 
de danos ao DNA, remodelação da matriz extracelular para facilitar a invasão, revestimento 
das células tumorais com receptores disponíveis para disseminação através de capilares 
sanguíneos e linfáticos, e a evasão dos mecanismos de defesa do hospedeiro (Coussens and 
Werb, 2002).  
À medida que essas evidências crescem com novos trabalhos apontando as 
associações entre as inflamações crônicas e as lesões prostáticas, tornou-se importante a 
criação de alternativas para prevenir e ou conter tais lesões, especialmente o CaP, através 
de agentes controladores da inflamação. Entre eles estão as drogas anti-inflamatórias não 
esteroidais (NSAID’s), as quais tem sido tem sido extensivamente avaliadas, tanto em animais 
quanto humanos, com enfoque na quimioprevenção e tratamento do câncer (Garcia 
Rodriguez and Gonzalez-Perez, 2004). 
Os NSAID’s atuam na inflamação principalmente através da inibição das COXs, e são 
divididos conforme sua capacidade de inibir a COX-2, sendo descritos como:  drogas não-
seletivas, como a Aspirina e o Diclofenaco, que inibem tanto a COX-1 quanto a COX-2; drogas 
seletivas, como o Celecoxibe e o Rofecoxibe; e as preferenciais para COX-2, como o 
Meloxicam e a Nimesulida (Sobolewski et al. 2010). 
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  A aspirina, embora não seja seletiva para a COX-2, tem sido amplamente estudada 
em estudos clínicos e como redutora do risco de câncer de cólon, tão bem quanto pulmão, 
esôfago, estômago, próstata e, até mesmo, alguns tipos de câncer cerebral (Coussens and 
Werb, 2002; Gravitz, 2011). Entretanto, seu uso ininterrupto e por um longo período tem sido 
questionado, devido aos efeitos colaterais indesejáveis como ulcerações e hemorragias 
gastrointestinais (Sobolewski et al., 2010).  
Os inibidores da COX-2 desempenham importante papel na prevenção do câncer de 
maneira geral (Sobolewski et al., 2010). O Celecoxibe e as demais drogas seletivas para COX-
2 foram desenvolvidas como uma alternativa para evitar os efeitos indesejáveis do uso crônico 
da aspirina (De Nunzio et al., 2011; Gravitz, 2011). De fato, o Celecoxibe, exerce controle 
sobre a inflamação reduzindo a angiogênese e proliferação celular, além de promover a 
apoptose (Sobolewski et al., 2010; Jendrossek, 2013). Diversos estudos tem apontado ação 
anti-câncer do Celecoxibe na próstata de humanos e roedores, ressaltando a capacidade 
desse medicamento na promoção da apoptose, inibição da proliferação celular e, também na 
prevenção do CaP (Kismet et al., 2004; Patel et al., 2005; Narayanan et al., 2009). Entretanto, 
o uso prolongado deste medicamento, como outros inibidores de COX-2, tem sido 
questionado, devido ao risco de fraturas e problemas cardíacos (Gravitz, 2011). 
 
1.6. Goniotalamina 
 A Goniotalamina (GTN) é uma estiril-lactona isolada a partir da raiz e do caule de 
plantas do gênero Goniothalamus (Figura 2) (Sam et al., 1987). Estudos caracterizaram 
propriedades citotóxicas, anti-proliferativa, anti-inflamatória e pró-apoptótica deste composto 
em diferentes linhagens celulares de câncer, incluindo o de próstata (Inayat-Hussain et al., 
1999; de Fatima et al., 2006; Al-Qubaisi et al., 2011; Barcelos et al., 2012; Vendramini-Costa 
et al., 2016). Contudo, são poucos os estudos que abordam os efeitos da GTN em modelos 
in vivo, e até o momento não existem trabalhos relacionados à próstata. Segundo Seyed et al 
(2014), mais estudos in vivo em modelos experimentais de câncer são necessários para se 
determinar os efeitos farmacológicos e toxicológicos e anti-tumoral da GTN. 
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Com relação ao mecanismo de ação da GTN nas células tumorais,  parte dele deve-
se principalmente à atividade pró-apoptótica desse composto indicada pelo aumento da 
expressão das caspases 3, 9 e 7, aumento de espécies reativas ao oxigênio (ROS), 
diminuição da expressão da proteína anti-apopótica BCL-2 e aumento da BAX, proteína pró-
apoptótica (de Fatima et al., 2008; Innajak et al., 2016; Vendramini-Costa et al., 2016). 
Vendramini-Costa et al. (2010) verificaram que tanto a forma racêmica, quanto as 
enantioméricas (R)-GTN e (S)-GTN, apresentaram propriedades antiproliferativas no modelo 
experimental de tumor sólido de Erlich em camundongos Balb/C. Além disso, nenhum sinal 
de toxicidade foi verificado nos testes realizados. Estes mesmos autores ainda ressaltaram a 
capacidade antiedematogênica exibida pela GTN racêmica na redução no modelo 
experimental de edema de pata induzido por carragenina, sugerindo assim a possível relação 
das atividades anticâncer e anti-inflamatória deste composto. 
  Assim sendo, o interesse da ação da GTN sobre o microambiente prostático de 
animais senis, bem como no modelo TRAMP culminou na parceria junto ao Laboratório de 
Síntese Orgânica, Departamento de Síntese Orgânica, Instituto de Química (IQ) – UNICAMP, 
e Divisão de Farmacologia e Toxicologia, Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas e 
Biológicas (CPQBA) - UNICAMP, sendo a Dra. Débora Vendramini Costa responsável pela 
síntese do composto sintético da GTN racêmica, sob orientação do Prof. Dr. Ronaldo A. Pilli 
(IQ-UNICAMP) e co-orientação do Prof. Dr. João Ernesto de Carvalho (CPQBA-UNICAMP). 
Esta parceria visou ampliar os conhecimentos a respeito da ação da GTN in vivo e sua 
possível utilização na quimioprevenção e ou tratamento de lesões prostáticas 
 
Figura 2.  
 
 
 
 
Figura 2. Estrutura química da Goniotalamina racêmica (Vendramini-Costa, et al., 2016). 
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1.7. Metabolômica 
A metabolômica tem se destacado como uma área promissora na descoberta de 
biomarcadores associados a diferentes tipos de câncer, revelando uma abordagem científica 
atual através de avanços em diferentes áreas da pesquisa biomédica (Sreekumar et al. 2009, 
Thysell et al. 2010, Bansal et al. 2013, Gupta et al. 2015).  Esta metodologia de análise 
consiste na avaliação abrangente, identificação e quantificação de diversos metabólitos dos 
diferentes tipos de tecido do sistema biológico (Fiehn, 2002; Nicholson & Lindon, 2008). Sabe-
se que o câncer é uma doença que modifica o metabolismo celular, sendo, portanto, a análise 
da metabolômica uma ferramenta vantajosa na detecção e diagnóstico precoce de neoplasias, 
avaliação de terapias para o câncer e de intervenções clínicas (Roberts et al. 2014).  
No caso do câncer de próstata, o diagnóstico de modo geral possui uma série de 
limitações, tais como a falta de marcadores sensíveis e específicos de tumor, o que pode levar 
a resultados falsos positivos que acarretam em diagnósticos superestimados, além da 
utilização de procedimentos invasivos (Thompson et al. 2004; Bangma et al. 2007, Pal et al. 
2013). Assim sendo, uma abordagem com precisão, menos invasiva e capaz de identificar o 
câncer prostático precocemente tornou-se imprescindível na busca de novos tratamentos e 
controle desta doença (Kumar et al. 2015). 
A espectroscopia por ressonância magnética nuclear (RMN) é uma análise quantitativa 
utilizada para determinar com alta precisão analítica, as concentrações de uma ampla gama 
de classes de compostos químicos (Nicholson & Lindon, 2008). Estes metabólitos são 
identificados por padrões característicos e posições de picos de sinais no espectro de RMN, 
com o auxílio de bases de dados on-line (Wishart et al., 2009). Todos os estudos 
metabolômicos produzem conjuntos de dados multivariados e complexos, os quais 
necessitam de software de visualização e métodos estatísticos e de bioinformática robustos 
para a interpretação e produção de impressões bioquímicas digitais (Nicholson & Lindon, 
2008). Nesse sentido, a RMN tem sido utilizada no estudo do câncer e potenciais 
biomarcadores através da seleção de indicadores desta doença a saber: dimininuição dos 
níveis de citrato e zinco, aumento de glucose, alanina, creatina, colina, piruvato e lactato. 
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(Costello & Franklin 2006; Bayley & Devilee, 2012; Kumar et al. 2015). Embora os resultados 
preliminares sejam promissores, não há atualmente nenhum teste disponível que já esteja 
sendo utilizado como um procedimento de precisão, diagnóstico ou um teste de triagem 
(Roberts et al. 2014). Sabe-se que em indivíduos saudáveis, níveis elevados de zinco e citrato 
são encontrados na zona periférica da próstata e, também, nas secreções prostáticas 
(Costello et al. 2011). Estes metabólitos são importantes na homeostase do liquido seminal, 
na regulação de íons cálcio, motilidade e metabolismo dos espermatozoides (Owen & Katz, 
2005). O zinco acumula-se no tecido prostático e inibe a enzima m-aconitase, responsável 
pela oxidação do citrato no ciclo de Krebs, aumentando os níveis de citrato na próstata 
(Costello & Franklin 2006). Durante processos neoplásicos, a capacidade de acumular zinco 
é perdida, propiciando a oxidação do citrato e diminuição os níveis deste metabólito (Costello 
et al. 1999). Segundo Costello et al. (2011), a relação zinco-citrato na próstata é extremamente 
consistente e relevante no que se refere a distinção de lesões prostáticas malignas e 
benignas. Ainda, os mesmos autores comprovaram a existência desta mesma relação 
metabólica no modelo de camundongo TRAMP, fato que reforça ainda mais as similaridades 
entre este modelo animal e o câncer prostático humano. Níveis elevados de compostos 
derivados de colina também foram identificados no câncer de próstata, sendo assim 
classificados e incluídos como biomarcadores desta doença (Swanson et al. 2003). 
A literatura especializada indicou e reforçou a relevância da análise da metabolômica, 
tanto para o diagnóstico como para as intervenções terapêuticas, no câncer de próstata. Desta 
maneira, este fato nos estimulou à proposta de execução da RMN com dados diferenciais do 
metabolismo desta doença, fato que vem consolidar os estudos no camundongo TRAMP 
desenvolvidos pelo Laboratório Biologia da Reprodução. 
 
2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 
A inflamação crônica tem papel importante sobre a regulação do microambiente 
tecidual prostático, bem como provável envolvimento como agente promotor e ou 
potencializador das lesões prostáticas, incluindo o adenocarcinoma. Assim sendo, o objetivo 
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geral do presente estudo foi caracterizar diferentes parâmetros da biologia estrutural e 
molecular do lobo ventral da próstata relacionados ao processo inflamatório à ocorrência de 
lesões prostáticas nos modelos animais senil e TRAMP tratados com Celecoxibe, anti-
inflamatório não esteroidal de propriedades já conhecidas, e com Goniotalamina, um novo 
composto de elevado potencial terapêutico para diferentes tipos de câncer.  
Objetivos específicos foram: 
a. Avaliar e validar os efeitos da Goniotalamina, isômero não natural do grupo de estiril-
lactonas com propriedades anti-inflamatórias, e do Celecoxibe, droga anti-inflamatória 
não-esteroidal seletiva para COX-2, sobre aspectos morfológicos e moleculares da 
próstata ventral de camundongos senis FVB e TRAMP; 
b. Quantificar os níveis proteicos e imunolocalizar dos antígenos relacionados ao 
processo inflamatório e proliferativos na próstata de camundongos senis FVB e 
TRAMP submetidos aos tratamentos com Goniotalamina e Celecoxibe; 
c. Analisar por método imunoenzimático (ELISA) os níveis plasmáticos de IL-6 e IL-1β, 
IL-17, e TNF-α na próstata de camundongos senis FVB e TRAMP submetidos aos 
tratamentos com Goniotalamina e Celecoxibe, considerando o efeito sistêmico dessas 
drogas; 
d. Avaliar a proliferação celular através da marcação do antígeno nuclear de proliferação 
celular PCNA nos grupos TRAMP de diferentes períodos de resposta aos tratamentos 
com Goniotalamina e Celecoxibe, e animais jovens e senis (FVB) submetidos aos 
mesmos tratamentos; 
e. Avaliar a incidência de células apoptóticas através da técnica de TUNEL nos grupos 
TRAMP de diferentes períodos de resposta ao tratamento com Goniotalamina e 
Celecoxibe, e animais senis (FVB) submetidos aos mesmos tratamentos; 
f. Correlacionar à ocorrência de processos inflamatórios e as alterações prostáticas 
através das diferentes técnicas supracitadas avaliando os efeitos preventivos ou não 
do Celecoxibe e da Goniotalamina nos camundongos senis FVB eTRAMP; 
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g. Propor um método de avaliação fundamentado na comparação do perfil metabolômico 
da próstata de animais senis FVB e TRAMP, para detecção de possíveis marcadores 
metabólicos que caracterizem precocemente o potencial para o desenvolvimento de 
lesões malignas; 
 
3. MATERIAIS E MÉTODOS GERAIS 
3.1. Animais e Procedimento Experimental 
No presente trabalho foram utilizados camundongos machos da linhagem FVB e 
camundongos machos transgênicos da linhagem TRAMP (C57BL/6-Tg(TRAMP)8247Ng/J X 
FVB/NJ)F1/J obtidos no Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica da Universidade 
Estadual de Campinas (CEMIB/ UNICAMP). Todos os animais obtidos do CEMIB receberam 
água e ração ad libitum (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil) e foram mantidos no Biotério do 
Departamento de Biologia Celular e Estrutural (Área de Anatomia) do Instituto de Biologia até 
atingirem a idade experimental para cada tratamento. (Os camundongos da linhagem TRAMP 
foram importados e tiveram a colônia instalada na UNICAMP através do projeto Fapesp 2010- 
51112-5). Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) - UNICAMP/ Protocolo: 3119-1. 
a. Grupo Jovem/Controle (JV): Camundongos FVB com 12 semanas de idade (n=20) foram 
subdivididos em dois grupos, onde 10 animais receberam por gavagem carboximetilcelulose 
0,5% e 10 animais tampão fosfato salino (PBS), durante 30 dias. 
 -Para técnica de Ressonância Magnética Nuclear foram utilizados 18 camundongos 
FVB com 18 semanas de idade, os quais não receberam nenhum tratamento. 
b. Grupo Senil/Controle (SENIL): Camundongos FVB com 52 semanas de idade (n=20) 
foram subdivididos em dois grupos, onde 10 animais receberam por gavagem 
carboximetilcelulose 0,5% e 10 animais tampão fosfato salino (PBS), durante 30 dias. 
-Para técnica de Ressonância Magnética Nuclear foram utilizados 18 camundongos 
senis FVB com 52 semanas de idade, os quais não receberam nenhum tratamento. 
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c. Grupo Senil/Goniotalamina (SNGTN): Camundongos FVB com 52 semanas de idade 
(n=15) receberam por gavagem 150mg/Kg/dia de Goniotalamina racêmica diluída em PBS 3 
vezes por semana, durante 30 dias (modificado de Vendramini-Costa et al., 2010) 
d. Grupo Senil/Celecoxibe (SNCEL): Camundongos FVB com 52 semanas de idade (n=15) 
receberam por gavagem 10mg/Kg/dia da droga Celecoxibe (Celebra® - Laboratórios Pfizer 
Ltda.) suspenso em carboximetilcelulose 0,5%, durante 30 dias (modificado de Sozer et al., 
2011). 
e. Grupo TRAMP Controle 8 (T8): Camundongos TRAMP com 8 semanas de idade (n=20) 
foram divididos em dois grupos, onde 10 animais receberam carboximetilcelulose 0,5% e 10 
animais tampão PBS diluído, ambos por gavagem, durante 30 dias. 
- Para técnica de Ressonância Magnética Nuclear foram utilizados 18 camundongos 
TRAMP com 8 semanas de idade, os quais não receberam nenhum tratamento. 
f. Grupo TRAMP Controle 12 (T12): Camundongos TRAMP com 8 semanas de idade (n=20) 
foram divididos em dois grupos, onde 10 animais receberam carboximetilcelulose 0,5% e 10 
animais tampão PBS diluído, ambos por gavagem, durante 30 dias. Os animais foram 
eutanaziados logo após atingirem 12 semanas de idade. 
-Para técnica de Ressonância Magnética Nuclear foram utilizados 18 camundongos 
TRAMP com 12 semanas de idade, os quais não receberam nenhum tratamento. 
g. Grupo TRAMP /Celecoxibe (T1CEL): Camundongos TRAMP com 8 semanas de idade 
(n=15) receberam por gavagem 10 mg/Kg/dia da droga Celecoxibe (Celebra® - Laboratórios 
Pfizer Ltda.) suspenso em carboximetilcelulose 0,5%, durante 30 dias (modificado de Sozer 
et al., 2011). Os animais foram eutanaziados logo após o término do tratamento. 
h. Grupo TRAMP/Goniotalamina (T1GTN): Camundongos TRAMP com 8 semanas de 
idade (n=15) receberam por gavagem 150mg/Kg/dia de Goniotalamina racêmica diluída em 
tampão fostato salino (PBS) 3 vezes por semana, durante 30 dias (modificado de Vendramini-
Costa et al., 2010). Os animais foram eutanaziados logo após o término do tratamento.  
i. Grupo TRAMP Controle 2 (T22): Camundongos TRAMP com 8 semanas de idade (n=20) 
foram divididos em dois grupos, onde 10 animais receberam carboximetilcelulose 0,5% e 10 
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animais tampão PBS diluído, ambos por gavagem, durante 30 dias. Os animais foram 
eutanaziados logo após atingirem 22 semanas de idade. 
j. Grupo TRAMP /Celecoxibe (T2CEL): Camundongos TRAMP com 8 semanas de idade 
(n=10) receberam por gavagem 10 mg/Kg/dia da droga Celecoxibe (Celebra® - Laboratórios 
Pfizer Ltda.) suspenso em carboximetilcelulose 0,5%, durante 30 dias (modificado deSozer et 
al., 2011). Os animais foram eutanaziados logo após atingirem 22 semanas de idade. 
k. Grupo TRAMP 2/Goniotalamina (T2GTN): Camundongos TRAMP com 8 semanas de 
idade (n=15) receberam 150mg/Kg/dia de Goniotalamina racêmica diluída em tampão fostato 
salino (PBS) em dias alternados, durante 30 dias (modificado de Vendramini-Costa et al., 
2010). Os animais foram eutanaziados logo após atingirem 22 semanas de idade. 
Após 30 dias de tratamento, todos os animais foram pesados em balança analítica 
Denver P-214 (Denver Instrument Company, Arvada, CO, EUA), anestesiados com Cloridrato 
de Xilazina 2% (5mg/kg i.m.; König, São Paulo, Brasil) e Cloridrato de Cetamina 10% 
(60mg/kg, i.m.; Fort Dodge, Iowa, EUA) e eutanaziados. 
Amostras do lobo ventral foram coletadas de todos animais de cada grupo 
experimental, e submetidas às análises morfológicas em microscopia de luz, 
Imunoistoquímicas, ELISA, TUNEL, Western Blotting e Ressonância Magnética Nuclear.  
 
3.2. Análise Morfológica  
Amostras prostáticas de 5 animais de cada grupo foram coletadas e fixadas em 
solução de Bouin ou paraformoldeído 4%. Após a fixação, os tecidos foram lavados em etanol 
a 70%, com posterior desidratação em série crescente de alcoóis (80%, 95%, 100%). 
Posteriormente, os fragmentos foram diafanizados em xilol por 2 horas e inclusos em parafina 
e polímeros plásticos (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA). Em seguida, os materiais foram 
seccionados no micrótomo Hyrax M60 (Zeiss, Munique, Alemanha) com espessura de 5µm, 
corados em Hematoxilina-Eosina e Tricrômico de Masson (Junqueira et al., 1979) e 
fotografados no fotomicroscópio Nikon Eclipse E-400 (Nikon, Tóquio, Japão).  
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Para os camundongos TRAMP, exclusivamente, foi realizada uma classificação 
histológica para os diferentes graus de lesões encontradas na próstata baseada em partes 
das descrições feitas por Roy-Burman et al., (2004). Para cada animal foram capturados 10 
campos aleatórios no aumento de 40x, os quais foram divididos em 4 quadrantes. Em cada 
quadrante foi classificada a característica morfológica predominante segundo as seguintes 
especificações: 1- tecido normal; 2- neoplasia intraepitelial prostática de baixo grau; 3- 
neoplasia intraepitelial prostática de alto grau; 4- adenocarcinoma bem diferenciado; 5- 
adenocarcinoma indiferenciado. Assim, foi estabelecida a porcentagem de cada uma das 
lesões para cada grupo experimental 
 
3.3. Análise Morfométrica 
Na análise morfométrica realizada no presente estudo foram utilizadas as mesmas 
imagens para contagem dos diferentes graus de lesões na próstata ventral de camundongos 
TRAMP. O programa Imaging Software NIS-Elements foi utilizado para medir a área do núcleo 
e citoplasma em regiões saudáveis e hiperplásicas em imagens fotografadas na objetiva de 
40X. Para cada grupo experimental 800 células epiteliais pertencentes a regiões saudáveis e 
800 células epiteliais pertencentes a regiões hiperplásicas foram medidas.  
 
3.4. Imunoistoquímica  
Amostras prostáticas de 5 animais de cada grupo experimental, os mesmos utilizados 
para a microscopia de luz, foram utilizadas para as imunomarcações. Os cortes foram obtidos 
com 5 µm de espessura no micrótomo Hyrax M60 (Zeiss, Munique, Alemanha), coletados em 
lâminas silanizadas. A recuperação antigênica foi realizada por incubação dos cortes em 
tampão citrato (pH 6.0) a 100ºC em microondas ou tratamento com proteinase K, dependendo 
das características de cada anticorpo. O bloqueio das peroxidases endógenas foi obtido com 
H2O2 (0,3% em metanol) com posterior incubação em solução bloqueadora com albumina soro 
bovino (BSA) 3%, em tampão TBS-T por 1 hora em temperatura ambiente. Posteriormente, 
os diferentes antígenos (Tabela 1) foram localizados e diluídos em BSA 1% e armazenados 
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overnight a 4 ºC. O kit Envision HRP (Dako Cytomation Inc., EUA) foi usado para detecção 
dos antígenos, de acordo com as instruções do fabricante. Após lavagem com tampão TBS-
T, os cortes foram incubados com anticorpo secundário HRP conjugado proveniente do kit 
Envision (Dako) por 40 minutos e, posteriormente revelados com diaminobenzidina (DAB), 
contra-corados com Hematoxilina de Harris e avaliados no fotomicroscópio Nikon Eclipse E-
400 (Nikon, Tóquio, Japão). A marcação positiva para cada antígeno foi determinada pela 
presença da coloração acastanhada da reação do DAB, e baseada na análise 10 campos não 
sobrepostos para cada animal. A imunoreatividade foi graduada qualitativamente de acordo 
com a porcentagem de área imunomarcada, sendo classificada como: 0 (zero) para coloração 
negativa (0%), 1 como coloração fraca (<33%), 2 para coloração moderada (33%-66%) e 3 
para coloração intensa (>66%) de acordo com a frequência da marcação dos antígenos nas 
secções de tecido prostático (modificado de Tuxhorn et al., 2002a; Tuxhorn et al., 2002b; 
Tomas and Kruslin, 2004). Para todas análises Imunoistoquímicas foi realizado o controle 
negativo, no qual o anticorpo primário não é utilizado. 
 
3.5. Extração de Proteínas e Western Blotting  
 Amostras do lobo ventral foram coletadas de 5 animais de cada grupo experimental e 
pesadas, homogeneizadas através do homogeneizador Polytron (Kinematica) por 1 min em 
50 μl/mg de tampão de extração RIPA contendo 10% (v/v) Triton X-100 e 10 μl/ml de cocktail 
inibidor de proteases (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA). Os extratos dos tecidos foram 
obtidos por centrifugação durante 20 minutos a 14000 rpm a 4oC. Uma alíquota de cada 
amostra foi usada para determinação da concentração de proteínas, usando o reagente de 
Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif.,USA). As amostras foram misturadas (1:1) 
com tampão de amostra 3X (100mM Tris-HCl pH 6.8, 10%β-mercaptoetanol, 4% SDS e20% 
glycerol), incubadas em banho seco a 100ºC por 5 minutos. O correspondente a 50 
microgramas de proteínas foi aplicado no gel de SDS-poliacrilamida. Após a eletroforese, o 
material foi transferido eletricamente (Sistema Hoefer) para membranas de nitrocelulose 
(Amersham) a 120 V por 1 hora e meia. As membranas foram então bloqueadas com BSA 
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3% diluído em TBS-T por uma hora e incubadas com os anticorpos primários (Tabela 1) com 
diluição variando entre 1:500- 1:1000. Após lavagem com tampão TBS-T, as membranas 
foram incubadas por 2 horas com os anticorpos secundários anti-rabbit e anti-mouse HRP 
conjugados na diluição de 1:4000 em BSA 1%. Após nova série de lavagens com TBS-T, foi 
acrescentado 2 ml de solução quimioluminescente (Super Signal West Pico 
Chemiluminescent/ThermoScientific/ 34080)  e a atividade da peroxidase foi revelada por um 
sinal luminescente das bandas de Western Blotting , as quais foram capturadas pelo 
equipamento GeneGnome (Syngene, Cambridge, UK).  As intensidades da marcação 
obtidas para as diferentes moléculas foram determinadas por densitometria através do 
programa de análise de imagens Image J (Image Analysis and Processing in Java). β-actina 
foi usado como controle endógeno interno. 
 
Tabela 1. Anticorpos utilizados nas ténicas de Imunoistoquímica (IHC) e western blotting 
(WB) 
Anticorpo Especificações Diluição 
AR sc-816, Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA, EUA), 
1:50 (IHC) / 1:500 
(WB) 
BCL-2 #3869 - Cell Signaling Biotechnology, 
Danvers, EUA. 
1:500 (WB) 
COX-2 sc-376861- Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA, EUA. 
1:50 (IHC) / 1:500 
(WB) 
Goat anti-mouse 
(secundário) 
W4021, Promega Corporation, Madison, WI, 
EUA 
1:100 (IHC) / 1:4000-
6000 (WB 
Goat anti-mouse 
(secundário) 
W4018, Promega Corporation, Madison, WI, 
EUA 
1:100 (IHC) / 1:4000-
6000 (WB 
IGFR-1 sc-712- Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA, EUA. 
1:50 (IHC) / 1:500 
(WB) 
IL-17 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
EUA. 
1:50 (IHC) 
iNOS ab136918- Abcam, Cambridge, MA, EUA. 1:50 (IHC) / 1:500 
(WB) 
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NFkB ab 13594- Abcam, Cambridge, MA, EUA. 1:500 (WB) 
PCNA ab-29 – Abcam, Cambridge, MA, EUA. 1:300 (IHC) / 1:500 
(WB) 
Phospho-NfκB p65 #3033- Cell Signaling Biotechnology, 
Danvers, EUA. 
1:500 (WB) 
Phospho-STAT3 3E2, Cell Signaling Technology, Danvers, 
EUA. 
1:500 (WB) 
STAT-3 sc-7179 - Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA, EUA. 
1:50 (IHC) / 1:500 
(WB) 
TNF-α ab8348- Abcam, Cambridge, MA, EUA. 1:250 (WB) 
β-actina sc 81178- Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA, EUA. 
1:500 (WB) 
 
3.6. Dosagens de IL-6, IL1-β, TNF-α e IL-17 por método imunoenzimático (ELISA)  
Amostras de sangue foram centrifugadas (centrifuga refrigerada Sigma® 3-18K) a 
3000 rpm, por 10 minutos. O plasma obtido foi utilizado para determinar a dosagem de IL-6, 
IL1-β, TNF-α e IL-17 utilizando-se reagentes comerciais pelo método imunoenzimático 
(Quantikine®, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). As absorbâncias das amostras foram 
lidas utilizando-se o equipamento Multi-Mode Microplate Reader Model Synergy H1M (Bio-
Tek Instruments) com comprimento de onda de 450 nm. 
 
 3.7. PCNA  
 A imunomarcação de PCNA foi utilizada no presente estudo como marcador de 
proliferação celular. As amostras prostáticas foram as mesmas utilizadas na análise 
Imunoistoquímica para as demais proteínas avaliadas. Para o artigo I o experimento foi 
baseado no sistema de multipontos de Weibel (1963) com 710 pontos de intersecção.  Então, 
10 imagens aleatórias de cada animal foram capturadas no aumento de 40X. A quantificação 
de células positivas para PCNA foi determinada pela coloração nuclear marrom e, em seguida, 
os valores foram gerados pela contagem de imunoreatividade que coincidia com a intersecção 
grade e, divididos pelo número total de pontos. O resultado foi expresso em frequência relativa 
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de marcação positiva para PCNA em todos os grupos experimentais. Para o artigo III devido 
o PCNA foi marcado através da técnica de Western Blotting. 
 
3.8. TUNEL 
 Amostras do lobo ventral de 5 animais foram coletadas e fixadas em paraformoldeído 
a 4%. A fragmentação do DNA de células apoptóticas foi detectada pelo sistema de TUNEL 
(Dead End™ Fluorometric TUNEL System, Promega, Madison WI, USA), de acordo com as 
intruções do fabricante. As células apoptóticas foram identificadas e capturadas pelo 
fotomicroscópio invertido Olympus IX71 inverted-II (Olympus, California, USA) equipado com 
sistema de fluorescência. Para a análise, 10 campos aleatórios para cada animal foram 
capturados no aumento de 40x. Para o artigo I a quantificação das células em apoptose foi 
similar ao método utilizado para contagem de células positivas para PCNA para a linhagem 
de camundongos TRAMP. O resultado foi expresso em frequência relativa de marcação 
fluorescente positiva em todos os grupos experimentais. Já para o artigo III o resultado foi 
expresso através do índice apoptótico,  
 
3.9. RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR 
3.9.1. Protocolo de extração para próstata ventral de camundongos. 
As amostras da próstata ventral foram agrupadas em pools, uma vez que a quantidade 
de tecido de uma única amostra foi insuficiente para leitura de RMN. Sendo assim, cada grupo 
experimental apresentou pelo menos 4 pools compostos de 3 amostras cada. Após a 
formação dos pools, as amostras foram pesadas novamente e homogeneizadas no Polytron 
(Kinematica) em metanol (8mL/g) e água milliQ gelada (8mL/g). Posteriormente, clorofórmio 
(8mL/g) e água milliQ gelada (4mL/g) foram adicionados na mistura e agitados no vortex por 
60s. O extrato permaneceu no gelo por 10 minutos e em seguida foi centrifugado durante 5 
minutos a 2000G (4°C). Após a centrifugação, as amostras apresentaram duas frações, das 
quais somente a fração polar (superior) foi aliquotada e acondicionada a -80°C. Para a 
preparação da leitura as amostras foram liofilizadas por pelo menos 18 horas.   
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3.9.2. Preparação das amostras para leitura no espectrômetro de ressonância 
magnética nuclear. 
Para referência de concentração (visando a quantificação dos metabólitos) foi 
preparada uma solução estoque de TSP (ácido 3-(trimetil-silil)-2,2',3,3'- 
tetradeuteropropiônico ou TMSP-d4) a 50 mmol/L em água deuterada (D2O), armazenada ao 
abrigo da luz e em temperatura ambiente. Assim, os extratos liofilizados foram ressuspendidos 
em 540μL de D2O (dissolução do liofilizado); 60μL de tampão fosfato 1 mol/L em D2O 
(padronização do pH); 6,06μL de solução de TSP 50 mmol/L (referência interna). O resultado 
foi uma solução final de 600,6μL em D2O, com concentrações de 0,5mmol/L de TSP e 
100mmol/L de tampão fosfato (Canevarolo, 2012). 
 
3.9.3. Parâmetros do espectro de ressonância magnética nuclear 
A sequência de pulsos “1Dpresat” é a mais usual das sequências de pulsos de uma 
dimensão e foi empregada nesta análise. Foram realizados 1024 scans, com intervalos entre 
scans (“delays”) de 1,5 segundos, janela de leitura de 16 ppm, tempo de aquisição de 4 
segundos e 25º C de temperatura. O espectro também foi normalizado pelo valor de TSP, um 
aditivo que é utilizado como referência interna. Os picos observados foram identificados e o 
software Chenomx NMR Suite (Versão 7.1; Chenomx Inc., Edmonton, Canadá), foi utilizado 
para o tratamento dos dados obtidos e para análise qualitativa e quantitativa dos metabólitos 
presentes na amostra. 
 
3.10. Análise Estatística 
Paras a análise estatística foram empregados o test-t, e análise de variância (ANOVA) 
seguida pelo teste de Tukey para comparação entre médias.  
Os testes estatísticos realizados exclusivamente para análise de RMN foram realizados 
na plataforma online Metaboanalyst. Foram empregadas análises de variância ANOVA, testes 
da análise de componentes principais (PCA), e análise de discriminante por mínimos 
quadrados parciais (PLS-DA). Antes da realização das análises multivariadas os dados foram 
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normalizados pela área. Para tal, cada valor das variáveis de uma amostra foi dividido pela 
somatória dos valores de todas as variáveis daquela mesma amostra, tornando-as 
comparáveis entre si (Canevarolo, 2012). 
Todas as análises foram realizadas com nível de significância de 5%.  (Zar, 1999). 
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2. ABSTRACT 
The aim of this study was to evaluate the immediate and late responses of prostatic 
cancer in structural and molecular biology in the transgenic adenocarcinoma of the mouse 
prostate mice (TRAMP), after Goniothalamin and Celecoxib treatments. The treated mice 
received Goniothalamin (150mg/Kg, gavage) or Celecoxib (10mg/Kg, gavage) from 8 to 12 
weeks of age, which were sacrificed at different ages; the immediate response groups at 12 
weeks old and the late response groups at 22 weeks old. The ventral prostate was collected 
for light microscopy, immunohistochemistry, Western Blotting, TUNEL and ELISA. 
Morphological analyses indicated that Goniothalamin treatment delayed the prostatic 
adenocarcinoma progression, leading to a significant decrease of prostatic lesion frequency in 
both experimental period responses to this treatment, mainly high-grade prostatic 
intraepithelial neoplasia and well-differentiated adenocarcinoma. Also, the Celecoxib 
treatment showed a particular decrease in the proliferative processes (PCNA) in both 
experimental periods. Despite Celecoxib diminishing the COX2 and IGFR1 levels, 
Goniothalamin presented higher action spectrum considering the decrease of a greater 
molecular number involved in the proliferative and inflammatory processes in prostatic cancer. 
Goniothalamin attenuated the pro-inflammatory response in TRAMP prostatic 
microenvironment, delaying prostate cancer progression. Celecoxib treatment was efficient in 
the COX2 regulation in the TRAMP mice, mainly in the advanced disease grade. Finally, we 
concluded that inflammatory process control in prostate cancer early grades was crucial for 
the down regulation of the signaling pathways involved in the proliferative processes in 
advanced cancer grades. 
  
Key-words: inflammation; prostate cancer; TRAMP, anti-inflammatory therapies, 
Goniothalamin 
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3. INTRODUCTION 
Cancer is one of the greatest public health concerns not only in the USA but also in 
other countries. Prostate cancer (PCa) is the second main cause of death among men, 
estimating around 220,800 new cases and 27,540 deaths in 2015 in USA (Siegel et al. 2015). 
The relationship between chronic inflammation and increased PCa development has 
been investigated over the past few years. And, studies have demonstrated the association 
between inflammatory cell occurrence and its mediators in the prostatic microenvironment, not 
only in the PCa precursor lesions, but also in the early PCa grades (De Marzo, et 
al. 1999, Nelson et al. 2003, Hamid et al. 2011, Thapa & Ghosh 2015). 
The imbalance between the cellular proliferation mechanism and apoptosis in the PCa 
is directly influenced by glandular tissue response to pro-inflammatory cytokines, growth 
factors and steroid hormones, creating a permissive microenvironment for neoplastic process 
development (Hamid et al. 2011). In addition, it is well-known that the tissue microenvironment 
is a fundamental compound for tumor development and maintenance, thus, knowledge about 
this is relevant to evaluate the carcinogenesis process in clinical trials (Bissell & Hines 2011). 
Therefore, taking into consideration the prostatic lesions and chronic inflammation, 
studies have evaluated therapeutic alternatives for both prostatic lesion prevention and 
contention, particularly PCa, by means of inflammation controller agents. Among them, non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID’s) have been tested for cancer chemoprevention in 
both human beings and other animal species (Rodriguez & Gonzalez-Perez 2004). In addition 
to this, similar to other COX2 blockers, Celecoxib acts on inflammation control, decreasing 
angiogenesis and cellular proliferation, also inducing apoptosis mechanisms (Sobolewski et 
al. 2010, Gravitz 2011). However, the extended periods of COX2 blocker use have been 
questioned due to the increase of cardiotoxic risk, suggesting the necessity for constant 
collateral effect evaluation, not only in therapies using one drug but also in case of drug 
association (Gravitz 2011, Jendrossek 2013). 
Regarding Goniothalamin (GTN), a styryl lactone compound isolated from plants of 
the Goniothalamus genus and found in an enantiomeric form (R), it has demonstrated 
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selective toxicity against different cancer cell lineages (Sam et al. 1987, Al-Qubaisi 2011). 
According to Vendramini-Costa et al. (2010) both enantiomerically pure (R) and racemic 
(racGTN) forms showed antiproliferative features in an Ehrlich solid tumor model mice. 
Transgenic adenocarcinoma of the mouse prostate model (TRAMP), which was used 
in the study herewith, expresses viral SV40 oncoprotein in the prostatic luminal cells under the 
control of a rat androgen-responsive probasin promoter-gene, blocking the activity of important 
tumor supressor genes (Greenberg et al. 1995, Gingrich et al. 1999, Huss et al. 2003). This 
animal model develops prostatic hyperplasia which was graded as prostatic neoplasia 
intraepithelial (PIN) from 6 to12 weeks old and well-differentiated adenocarcinoma from 10 to 
16 weeks old, and also primary and metastatic tumors from 18 to 24 weeks old (Greenberg et 
al. 1995, Gingrich et al. 1999). 
Thus, taking into consideration the involvement of the inflammatory process in PCa 
development and progression, we suggest that the use of drugs that show preventive action 
in the inflammation and proliferation control could be a promising target in chemoprevention 
cancer therapies. So, GTN therapy in the TRAMP mice model arose from the necessity not 
only of evaluating the inflammatory role in prostate tumor growth in different drug evaluation 
periods, but also of comparing the anti-inflammatory and anti-carcinogenic effects in relation 
to a widely known NSAID, Celecoxib. 
The aim herein was to characterize the structural and molecular biology of the ventral 
lobe of the prostate considering the inflammatory process, as well as the immediate and late 
glandular responses to Goniothalamin and Celecoxib treatments in cancer development and 
progression in the TRAMP mice model. 
 
4. MATERIALS AND METHODS 
Animals 
All male transgenic TRAMP mice (C57BL/6-Tg (TRAMP) 8247Ng/JX FVB/Unib) F1/J) 
used in this study were divided into seven experimental groups. The control animals (T8, T12; 
T22) were treated (gavage) with carboxymethyl cellulose (CMC) 0.05% or phosphate-buffered 
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saline (PBS) + 1% Tween 80 (10mL/Kg) vehicles) (n=60). The T1GTN and T2GTN groups 
both received 150mg/Kg Goniothalamin (gavage) (modified Vendramini-Costa et al. 2014), 
three times a week for 30 days only (in mice from 8 to 12 weeks old) and all the animals in 
both groups were sacrificed at different ages (T1GTN: at 12 weeks of age and T2GTN: at 22 
weeks of age) (Supplementary Fig. 1). The T1CEL and T2CEL groups were treated (gavage) 
with 10mg/Kg Celecoxib (modified Sozer et al. 2011), five times a week for 30 days only (in 
mice from 8 to 12 weeks old) and all the animals in both these latter groups were sacrificed at 
different ages (T1CEL: at 12 weeks of age and T2CEL: at 22 weeks of age) (Supplementary 
Fig. 1). All mice were provided by the Multidisciplinary Center for Biological Investigation on 
Laboratory Animal Science (CEMIB) at the University of Campinas (UNICAMP) and received 
water and solid diet ad libitum (Nuvilab, Colombo, PR, Brazil). Ethics Committee Animal Use 
(CEUA) - UNICAMP/ Protocol: 3119-1. 
  
Drugs 
Goniothalamin was prepared according to a published procedure (de Fatima et 
al. 2005) and it was emulsified with 1% Tween 80 (Synth, Diadema, SP, Brazil) and dissolved 
in phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.0 (Vendramini-Costa et al. 2014). Celecoxib was 
from CELEBRA (Pfizer Pharmaceuticals LLC, Caguas, Puerto Rico), and diluted in CMC 
0.05% (Sozer et al. 2011). The acute toxicity of GTN was evaluated in a previous 
study (Vendramini-Costa et al. 2010). 
 
Morphological analysis 
Ventral prostate samples were collected from five animals and fixed in Bouin’s solution 
for 24 h. Then, tissues were rinsed in 70% ethanol, dehydrated and embedded in paraffin and 
plastic polymers (Paraplast®, Sigma Aldrich,St Louis, MO,USA). The samples were cut in the 
Hyrax M60 microtome (Zeiss, Munich, Germany) and then stained with hematoxylin–eosin and 
Masson’s Trichrome (Junqueira et al. 1979). The slides were photographed with a Nikon 
Eclipse E-400 photomicroscope (Nikon, Tokyo, Japan). 
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For each animal, 10 random fields were captured at 40X magnification, which were 
divided into 4 quadrants. Then, in each quadrant the predominant morphological feature was 
classified according to the following specifications: 1. Normal tissue (NT); 2. Low-grade 
prostatic intraepithelial neoplasia (LGPIN); 3. High-grade prostatic intraepithelial neoplasia 
(HGPIN); 4.Well-differentiated adenocarcinoma and 5. Undifferentiated adenocarcinoma (Fig. 
1a-d). Thus, the percentage of each lesion for each experimental group was established. The 
morphological classification of different degrees of prostatic lesions in TRAMP mice was 
partially based on descriptions made by (Roy-Burman et al. 2004). Presence of 
undifferentiated adenocarcinoma was calculated considering the total number of 22 week old 
mice (Fig. 1d). 
  
Morphometric analyses (Nuclear and cytoplasmatic areas) 
    Morphometric analysis was performed, using Imaging Software NIS-Elements to 
measure nucleus and cytoplasm areas in healthy and hyperplasic tissues. For each 
experimental group, 800 cells in healthy regions and 800 cells in hyperplasic regions were 
measure. 
  
 Immunohistochemistry 
Prostate ventral lobe samples were collected from five animals in each experimental 
group, the same used for light microscopy analyses. The COX2, STAT3, IGFR1, antigens were 
detected, respectively, using the following antibodies: mouse monoclonal anti COX2 (sc-
376861- Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, United States of America), rabbit 
polyclonal anti-STAT3 (sc-7179 - Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), rabbit 
polyclonal anti- IGFR1 (sc-712- Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), mouse 
monoclonal anti-PCNA (ab-29 – Abcam, Cambridge, MA, USA). The pattern protocols were 
the same as those described by Kido et al. (2014) and Montico et al. (2015) and all the primary 
antibodies were diluted in a 1:50, except for PCNA 1:250. Then, the sections were incubated 
for 2 hours with HRP-conjugated secondary antibodies, goat anti-mouse IgG (W4021, 
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Promega Corporation, Madison, WI, EUA) and goat anti-rabbit IgG (W4018, Promega 
Corporation, Madison,WI, EUA). Subsequently, peroxidase activity was detected using a 3,3′-
diaminobenzidine (DAB) (Sigma Aldrich,St. Louis, MO, USA). Harris' hematoxylin was used 
for counter-staining. The DAB precipitate indicated positive antibody reaction and the 
frequency of antigen immunoreactivity was graded according to the frequency and positivity of 
antigens in sectioned tissues: 0 for negative staining (0%), 1 for weak staining (33%), 2 for 
moderate staining (33–66%), and 3 for intense staining (greater than 66%) (modified Tomas 
and Kruslin 2004; Tuxhorn, et al. 2002a; Tuxhorn, et al. 2002b). The immunohistochemical 
analyses were followed by a negative control parameter in which the primary antibody was not 
used. 
  
PCNA 
            PCNA immunolabelling was used in the present study as a cellular proliferation marker. 
The prostatic samples were the same used in the immunohistochemistry analysis for the other 
proteins. The experiment was carried out using the multipoint system (Weibel, 1963) with 710 
intersection points. Ten random fields were captured at 40X magnification for each animal. 
PCNA positive cell quantification was determined by brown-stained nucleus count, coinciding 
with the grid intersection, divided by the total number of points. The result was expressed as 
the relative frequency of PCNA positive cells in all experimental groups. 
  
Apoptosis 
            The DNA fragmentation from apoptotic cells was detected by Dead End™ Fluorometric 
TUNEL System (Promega, Madison WI, USA) according to the manufacturer's instructions. 
Apoptotic nuclei were identified and photographed using an Olympus IX71 inverted-II 
microscope, equipped with a fluorescence system (Olympus, California, USA). Ten random 
fields were captured at 40X magnification for each animal. The quantification for apoptotic cells 
was similar to PCNA, following the same counting method. The result was expressed as 
relative frequency of apototic cells in all experimental groups. 
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Western Blotting 
Prostate ventral lobe samples from five animals were frozen and then homogenized by 
the Polytron homogenizer (Kinematica Inc., Lucerne, Switzerland) in a diluted RIPA extraction 
buffer (Millipore, Temecula, CA, USA) and protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich, St. Louis, 
MO USA). The ventral prostate extracts were centrifuged at 14000 rpm for 15 min at 4 °C, and 
then protein quantification using Bradford reagent (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 
was performed. A total of 50μg protein was applied and separated by electrophoresis to the 
SDS-polyacrylamide gel under reducing conditions. Subsequently, the proteins were 
electrically transferred to nitrocellulose membranes (Amersham Life Science, Arlington 
Heights, IL, USA). The membranes were blocked with 3% bovine serum albumin (BSA) diluted 
in tris-buffered saline and tween 20 (TBS-T) for 1h and incubated overnight with the primary 
antibodies in a dilution range of 1:350–1:500: mouse monoclonal anti COX2 (sc-376861, Santa 
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA), mouse monoclonal anti NFkB (ab 13594, Abcam, 
Cambridge, MA, USA), mouse monoclonal phosphoSTAT3 (3E2, Cell Signaling Technology, 
Danvers, USA), rabbit polyclonal anti- IGFR1 (sc- 712, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
CA,USA). After that, the membranes were incubated for 2h with secondary HRP conjugate 
anti-rabbit and anti-mouse antibodies in a dilution range of 1:4000–1:6000 in 1% BSA. The 
bands were detected by chemiluminescence solution (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, 
USA) for 5 min and captured using Gene Gnome equipment and the GeneSys image 
acquisition software (Syngene Bio Imaging, Cambridge, UK). The antibody for mouse 
monoclonal anti beta-actin (sc-81178, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) was 
used as endogenous control. The intensity of antigen bands was quantified by densitometry 
using the Image J (Image Analysis and Processing in Java) software for image analyses and 
was expressed as the mean percentage in relation to beta-actin band intensity. 
 
ELISA 
Blood samples were centrifuged (Sigma® 3-18K refrigerated centrifuge) at 3000 rpm 
for 10 minutes. The plasma obtained was used to determine TNF-alpha (KMC3012), IL-1beta 
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(KMC0012), IL-17 (KMC3021) and IL-6 (KMC0062) concentrations using commercial reagents 
for the enzyme immunoassay (Novex®, Life Technologies Corporation, Grand Island, NE, 
USA).Sample absorbance was read using Multi-Mode Microplate Reader Model Synergy H1M 
equipment (Bio-Tek Instruments, Inc.,Winoosk, VT, USA) at a 450 nm wave length. 
 
Statistical analysis 
The statistical analysis for prostatic lesion incidence (morphology, PCNA and Tunel) 
and protein levels among the experimental groups was carried out by variance analysis 
(ANOVA) followed by Tukey’s multiple range test or t-student test, with the level of significance 
set at 5 % (Zar 1999). The results were expressed as the mean ± standard deviation. 
  
5. RESULTS 
Goniothalamin and Celocoxib treatments delay the prostate adenocarcinoma 
development 
The prostatic tissue from control TRAMP mice (8 and 12 week old mice) showed 
predominantly lesions characterized as LGPIN and HGPIN (Fig. 2a-e; Supplementary Fig. 2a, 
b). These lesions presented epithelial cell stratification, occupying different extension in the 
acinus lumen. The hyperplastic epithelial cells presented a significant increase of nuclear and 
cytoplasmatic areas (Supplementary Fig. 3a, c), evident nucleoli and chromatincondensation. 
Also, rare hyperplastic epithelial cell herniation regions toward the underlying smooth muscle 
cell layers were identified.  The HGPIN frequency was greater (p<0.05) in the T12 group than 
in the T8 group, showing 25 % and 7%, respectively (Fig. 4e). The prostatic stroma in the T8 
control group showed fibrocellular features with smooth muscle cells, collagen fibers placed 
concentrically around of the prostatic acini, in addition to blood vessels (Fig. 2a, b). Also, thick 
fibromuscular layer areas, around of epithelial proliferation were verified. The prostatic stroma 
changes were similar between T8 and T12 control groups, however the frequency of these 
lesions was higher as old as the mice (Fig 2a-e). 
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The immediate response to GTN treatment showed maintenance of prostatic tissue 
morphology, highlighting the incidence 7.5% HGPIN and 2.5% well-differentiated 
adenocarcinoma (p<0.05), in contrast to the T12 control group with 25% and 9.5%, 
respectively (Fig. 2c-g; 4e, g). These results were confirmed by means of a significant 
decrease in PCNA immunolabeling (p<0.0001) and an increase in apoptotic cells (p<0.001) 
(Fig. 5c; 6c). Moreover, scarce prostatic stroma was verified in comparison with T8 and T12 
control groups, showing decreased fibrillar elements frequency, as well as hypertrophy and 
hyperplastic areas (Fig. 2f, g; Supplementary Fig. 2e). 
The immediate response to Celecoxib anti-inflammatory treatment (T1CEL) did not 
indicate statistically significant decrease of the pre-malignant and malignant lesions (Fig.4a, c, 
e, g). However, in general, there was a decrease in the incidence of lesions when compared 
to the T12 control group (Fig. 2h, i, j; Supplementary Fig. 2f). Additionally, PCNA 
immunohistochemistry showed a significant reduction of the proliferative process (p<0.0001), 
and TUNEL showed a significant increase of apoptotic cells (p<0.001) (Fig 5d; 6d). The 
morphological analyses also confirmed the prostatic lesion progression delay as well as the 
occurrence of occasional epithelial atrophied regions and reduction of folded acinar mucosa. 
The prostatic stroma showed structural features similar to those seen in the immediate 
response of the GTN treatment (Fig. 4h, i, j; Supplementary Fig. 2f). 
 Different ventral prostate lesion grades were identified in the TRAMP 22 cancer control 
group (T22), particularly HGPIN, well-differentiated adenocarcinoma and undifferentiated 
adenocarcinoma (Fig. 3a-d). The HGPIN lesion showed the highest frequency in this group, 
48.5%, characterized by the occurrence of epithelial cell stratification within the acinar lumen 
(Fig. 3a, c; 4f). Furthermore, the well-differentiated adenocarcinoma was identified in 6% of 
the total area evaluated; showing atypical epithelial cells in the prostatic stroma (Fig. 4h). 
Partial morphological prostatic tissue maintenance was verified in late response to GTN 
treatment (T2GTN), in relation to the T22 cancer group, thus delaying prostate cancer 
progression (Supplementary Fig. 2g). This is a fact, considering the significant increase of 
normal prostatic tissue (21.5%) and LGPIN frequency (45%) (p<0.05), as well as the significant 
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PCNA immunolabeling reduction (p<0.0001) (Fig. 3e, f, g; 4b, d; 5g). There was no significant 
lesion incidence decrease in late response to Celecoxib treatment in relation to the T22 cancer 
group (p>0.05). Nevertheless, significant PCNA immunolabeling reduction was seen 
(p<0.0001) (Fig. 5e, f, h). Despite identifying stromal recovery in the Celecoxib treatment, the 
tissue response was less intense than that found in GTN treatment (Fig. 3e-j; Supplementary 
Fig. 2h). Regarding the TUNEL evaluation, there was no significant difference in late response 
groups (Fig. 6g, h). 
The undifferentiated adenocarcinoma quantification was performed only in the 22 week 
old mice groups, taking into consideration that the older the mice, the greater the occurrence 
of aggressive cancer (Fig 3b, d; Supplementary Fig. 2d). Undifferentiated adenocarcinoma 
was verified in 60% of mice in the T22 cancer group, in contrast to that observed in the late 
response to GTN and Celecoxib treatments, which represented 20% and 40%, respectively.  
  
Goniothalamin led to a decrease of the great majority of pro-inflammatory mediators 
evaluated in the ventral prostate lobe 
COX2 expression increased according to lesion progression in the ventral prostate lobe 
in T8, T12 and T22 control groups (Fig. 7a, b; 8a, b; 9a). The Celecoxib treatment significantly 
reduced the COX2 protein levels in both immediate and late response groups (p<0.01 – 
p<0.001), highlighting the Celecoxib specific COX2 inhibition and the extremely significant 
results (Fig. 7a, b). GTN treatment also reduced levels of this enzyme in both evaluation 
periods (p<0.01). However, the late response to Celecoxib treatment exhibited better results 
than treatment with Goniothalamin in the same period, if considered the significance level.  The 
immunohistochemistry evaluation in the different treatments also indicated decreased COX2 
reactivity in relation to T8, T12 and T22 control groups (Fig. 8a, b, c, d; 9a, b, c; Supplementary 
Tables 1 and 2). 
The immediate response to GTN treatment significantly reduced the NFkB protein level 
(p<0.01), whereas both Celecoxib treated groups (T1CEL and T2CEL) and the late response 
to GTN treatment (T2GTN) did not significantly reduce the NFkB protein level (Fig. 7c, d). 
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The pSTAT3 protein level dropped significantly only in the late response to GTN 
treatment (p<0.05) (Fig. 7e, f). The immunohistochemical evaluation indicated lower STAT3 in 
the epithelial compartment (cytoplasmatic immunolabeling) in the GTN immediate response 
(Fig. 8g; Supplementary Table 1). Regarding stromal compartment, STAT3 immunoreactivity 
decreased only in the immediate response to Celecoxib treatment. Whereas, pSTAT3 
immunoreactivity (nuclear immunolabeling) decreased in the immediate and late responses to 
both treatments in the epithelial and stromal compartments (Fig. 8e, f, g, h; 9d, e, f; 
Supplementary Tables 1 and 2). 
  
Goniothalamin effect on the IGFR1 in the different prostatic lesion development grades. 
The immunohistochemical and protein level evaluation showed IGFR1 gradual 
increase in the ventral prostatic lobe in the T8 and T12 control groups (Fig. 7g, h; Fig. 8i, j; 
Supplementary Table 1). On the other hand, IGFR1 was reduced in the immediate responses 
in the GTN and Celecoxib treatments (Fig. 7g, 8i-l; Supplementary Table 1). IGFR1 protein 
levels did not change significantly (p>0.05) in the late response GTN and Celecoxib treatments 
(Fig. 7h). However, the immunohistochemical analyses verified that the T22 control group had 
a reduction in the IGFR1 reactivity in relation to the other control groups, T8 and T12 
(Supplementary Table 1 and 2). This result was highlighted in the mice presenting 
undifferentiated adenocarcinoma. 
 
Goniothalamin led to decreased IL-1beta and TNF-alpha plasmatic level in TRAMP mice 
TNF-alpha and IL-1beta concentrations significantly reduced (p<0.001, p<0.001) 
immediately after GTN treatment (Fig. 10a, c). IL-6 e IL-17 plasmatic levels did not show a 
significant statistically difference among the groups (T8: 8.7 ± 0.4 pg/mL; T12: 8.87 ± 3.2 
pg/mL; T1GTN: 8.33 ± 3.0 pg/mL; T22: >35 pg/mL and T2GTN: 33,47 ± 1.8 pg/mL), (T8: 19.94 
± 5.8 pg/mL; T12: 16.88 ± 0.8 pg/mL; T1GTN: 13.37 ± 3.0 pg/mL; T22: 19.2 ± 2.5 pg/mL and 
T2GTN: 17.72 ± 4.7 pg/mL), respectively. 
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6. DISCUSSION 
Our results showed that GTN treatment delayed the prostatic adenocarcinoma 
progression, decreasing the glandular lesion incidence by means of pro-tumorigenic effect 
reduction related to inflammatory process. Despite Celecoxib diminishing the COX2, IGFR1 
levels, GTN presented higher action spectrum considering the decrease of a greater molecular 
number involved in proliferative and inflammatory processes. 
Inflammation is a tissue reaction that includes a series of responses from the 
immunological system, including the release of cytokines and recruitment of defense 
cells.  Under normal conditions, inflammatory processes are solved by endogenous anti-
inflammatory mediators, however, the persistent accumulation and activation of leukocytes can 
create a constant inflammatory condition (Hanada & Yoshimura 2002). According to the same 
authors, current clinical approaches are focusing on inhibition or suppression of pro-
inflammatory mediators as a way to discovery new hallmarks and targets for inflammatory 
disease treatment. 
Nowadays, different studies have shown the involvement of the inflammatory process 
in cancer development and progression, such as prostatic cancer (De Marzo et al. 1999, 
Hamid et al. 2011, Vendramini-Costa & Carvalho 2012,Thapa & Ghosh 2015) . It is known that 
the prostatic inflammation etiology is multifactorial, involving infectious agents; factors related 
to aging; eating habits; among others (De Marzo, et al. 2007). Boehm et 
al. (1997) demonstrated that the acute inflammation in induced prostatitis increased the 
proliferative process of epithelial and stromal cells. Other studies verified inflammatory cell 
occurrence in the prostate of elderly animals due to aging process changes, highlighting the 
hormonal imbalance as a determining factor in triggering prostatic inflammation, particularly, 
when the estrogen level is higher than the testosterone level (Kido et al. 2014, Montico et 
al. 2011, Yatkin et al. 2009). In addition, the interaction between an inflammatory process and 
sexual hormones led to favorable conditions for androgen and estrogen activating 
lymphocytes, which are essential for the immune response in the prostatic tissue (Djavan, et 
al. 2009). 
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Therapies with different natural compounds, which show anti-inflammatory, anti-
proliferative and antioxidant properties, have been evaluated in various types of 
cancer   (Cragg, et al. 2009). Studies in vitro indicated cytotoxic activity of the GTN natural 
enantiomer, especially in tumoral cell lineage, such as multiresistent breast cells, and also 
lung, melanoma, kidney, colon, ovary, and prostate cancers (de Fatima et al. 2005). Also, 
other studies demonstrated pro-apoptotic activity of the R-GTN by means of caspases 
pathway; increase of BAX pro-apoptotic protein expression; and nitric oxide synthase inhibition 
(NOS) (Inayat-Hussain et al. 2003, de Fatima et al. 2005). Vendramini-Costa et 
al. (2010) verified that racGTN, the same used in the study herein, showed antiedematogenic 
activity with simultaneous tumoral development inhibition in the solid tumor of Ehrlich. The 
same authors observed similar action between racGTN and the Piroxicam, non-steroidal anti-
inflammatory, by means of significant inhibition of the inflammatory edema in an Ehrlich tumor. 
These results indicated the racGTN anti-inflammatory action as being favorable to anti-
proliferative activity (Vendramini-Costa et al. 2010). 
The results herein show that Celecoxib and GTN treatments led to proliferative process 
reduction in both experimental periods. Also, significant COX2 level reduction was detected in 
the ventral prostate of TRAMP mice in the different treatments. However, the Celecoxib action 
was more pronounced than GTN in the late response group, if considered the significance 
level. 
Regarding the therapies, which have cancer chemopreventative action, 
epidemiological studies demonstrated a PCa development risk decrease in men treated 
regularly with nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) (Mahmud et al. 2006, Daniels et 
al. 2009). Among the various types of NSAIDs, the selective inhibitors of COX2 can be 
highlighted as this enzyme is overexpressed in inflammatory processes and also in different 
cancers (Liu & Rose 1996, Tsujii et al. 1997, Kulkarni et al. 2001). It is well known that the 
COX2 overexpression, resulting from inflammatory process, increases the angiogenic factor 
production and the carcinogenic potential of cells by means of pro-carcinogenesis oxidation to 
carcinogenens, promoting thus cellular growth and decreasing the 
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apoptosis (Kirschenbaum et al. 2001, Hamid et al.2011, Vendramini-Costa & Carvalho 2012). 
COX2 high levels related to proliferative lesions associated to inflammation suggest a risk 
factor for CaP development (Yatkin et al. 2009). According to Narayanan et 
al. (2006) Celecoxib administration, added to the diet for 16 weeks, resulted in a reduced PIN 
and adenocarcinoma incidence in the TRAMP mice model, due to an increase of apoptotic 
index and simultaneous pro-inflammatory mediator inhibition, such as NFkB p65 and COX2. 
The Celecoxib dose-dependent effects (400, 600, 1000 ppm) in the early grade of the 
neoplastic lesions indicated an important role in the prostatic tumoral growth prevention, 
showing the action mechanism of this anti-inflammatory (Narayanan et al. 2006). In the 
present study, the Celecoxib dose was lower than that used by Narayanan et al. (2006). In 
contrast to the results shown here, Vendramini-Costa (2015) did not identify a relation between 
GTN anti-inflammatory role and COX2 gene expression reduction. However, GTN inhibited 
prostaglandins inflammatory release, which is a by-product of COX2 action. Thus, we 
concluded that Celecoxib treatment was more efficient for COX2 enzyme control, particularly, 
during late response in relation to Goniothalamin treatment.  
In addition, not only Celecoxib but also GTN treatment reduced IGFR1 
immunoreactivity and protein level, evaluated immediately after both treatments, pointing to 
the relation between the inflammatory process control and the decreased mitogenic process. 
However, the evaluation in the late response to both treatments did not show any significant 
IGFR1 protein level reduction. 
Montico et al. (2014) observed high level IGFR1 in the prostatic dorsolateral lobe in 12 
and 22 week old TRAMP mice, similar to results found herein. The same authors verified the 
occurrence of tissue remodeling and mitogenic factors, involved in cellular invasion, and 
proliferation, and angiogenic processes, which are positive markers of pre-neoplastic lesion 
onset. In the great majority of cancers such as colon; endometrium; and breast; IGFR1 
overexpression was associated to the agressive phenotype of the disease, such as therapy 
resistence (Wu & Yu 2014). The interaction between pro-inflammatory mediators and growth 
factors could stimulate the mitogenic action of these factors, such as the inflammatory 
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prostaglandins in the increase of the IGF-1 binding sites (Hakeda, et al. 1991). Also, according 
to Kaplan et al. (1999) the loss of IGFR1 expression in advanced lesions could indicate the 
androgen-independent character of prostate cancer, in addition to metatstatic potential. 
In the results herewith, the IGFR1 level maintenance in the late response groups, in 
both treatments, indicated mitogenic process persistence in the prostate of these animals, not 
suggesting however, an independent-androgen profile in the prostatic tumor. We concluded 
that both treatments interfered in IGFR1 regulation, being more efficient in immediate response 
groups and contributing to the inhibition of the proliferative process. 
The results indicated dual and additional effects on the STAT3 and pSTAT3 pathways 
in the different periods of evaluation. The immunohistochemistry analysis demonstrated a 
STAT3 decrease, particularly in the prostatic cellular cytoplasm in the GTN immediate 
response group. On the other hand, there was a significant pSTAT3 level decrease in the GTN 
late response group. Regarding Celecoxib treatment, a decrease of pSTAT3 and STAT3 
immunoreactivities was verified in both immediate and late responses to this drug. However, 
the pSTAT3 protein levels did not significantly decrease. 
STAT3 activation maintenance has been associated to different cancers such as neck, 
breast, and lung, due to the chronic stimulation increase of inflammatory cytokine production, 
particularly from those of the IL-6 family, and to the decrease of the suppressor of the cytokine 
signaling (SOCS) expression, which are negative cytokine signaling regulators (Sansone & 
Bromberg 2012).Thereby, STAT3 is considered to be a cellular survival function regulator and 
a potent inducer of anti-apoptotic genes, such as Bcl-2 and Bcl-X (Levy & Lee 2002). In CaP, 
STAT3 also acts as a key molecule in androgen receptor activation (AR), which is a potent 
regulator of cellular proliferation and survival, besides acting by means of alternative pathways, 
which do not need testosterone (Bishop, et al. 2014). According to Yang et al. (2005) STAT3 
plays two distinct functions in the dependent transcription of cytokines; such as firstly being 
part of the primary response by means of STAT3 dimer action (product of tyrosine 
phosphorylation) and secondly, being part of a large amount of STAT3 unphosphorylated 
action. The same authors showed unphosphorylatedSTAT3 relevance in a transcription, as it 
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is required for cellular survival, growth and differentiation in Cdc2, Cyclin 
B1, Mras and Ef21 gene overexpression, which increase in cancer. 
Thus, we concluded that GTN acted in the STAT3 activity in both cytoplasmatic and 
nuclear levels in different periods of the treatment responses, interfering in the prostatic 
neoplastic lesions. Despite the Celecoxib treatment influencing STAT3 immunoreactivity, the 
GTN action led to stronger tissue responses in lesion progression delay, probably due to GTN 
interaction in various pathways, which are involved in the neoplastic process.  
 In addition, the results herein showed a significantly decreased NFkB protein level and 
also reduced TNF-alpha and IL-1beta plasmatic levels in the groups evaluated immediately 
after GTN treatment, suggesting possible GTN pathways. Celecoxib treatment showed no 
statistically significant difference in the NFkB levels during the different experimental periods.  
NFkB is known to be one of the main inflammatory transcriptional regulators, which is 
strongly activated in cancer.  Studies have not only demonstrated the critical role of NFkB in 
prostatic cancer progression regulation, from androgen dependent to androgen-independent 
cancer, but also the upregulation of the AR activity (Chen and Sawyers 2002; Jin, et al. 2008). 
The NFkB is kept activated, in the majority of the cases, by means of upstream signaling of 
the pro-inflammatory cytokines such as IL-1beta and TNF-alpha, or as a response to 
extracellular stimuli from the tumoral microenvironment (Karin, et al. 2002). In addition, NFkB 
could interact with other important transcription factors involved in the neoplastic process 
development such as STAT3 (Grivennikov and Karin 2010). 
Also, studies showed TNF-alpha to be an important inflammatory mediator, acting in 
both lesion and tissue repair processes. When this cytokine is chronically produced, it acts as 
an endogenous promoter of tumoral growth, creating a favorable microenvironment for tumoral 
cell development and dissemination (Balkwill and Mantovani 2001). Other studies have shown 
the crucial role of TNF-alpha during the first step of carcinogenesis, acting both in cells pre-
disposed to cancer development and in inflammatory cells in the stroma of different murine 
models (Balkwill 2006). Orlikova, et al. (2013) indicated the GTN beneficial effect on the TNF-
alpha pathways in leukemic cell lineage, while GTN treatment was able to decrease the TNF-
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alpha level, inhibiting NFkB activation, without showing toxicity to other healthy blood cells. 
Thus, the results pointed to GTN treatment effectiveness due to the decrease of the 
inflammatory process, particularly in the immediate response, in relation to TNF-alpha, IL-
1beta, NFkB pathways. 
Finally, the GTN chemoprevention effects, by means of significant pre-neoplastic and 
neoplastic lesion reduction and cancer progression delay, contributed to a prostatic 
microenvironment balance. The immediate molecular biological response to GTN and also 
Celecoxib treatments highlighted the inflammation as an important promoter and also 
intensifier process for prostatic cancer. In addition, Celecoxib showed itself to be efficient in 
the COX2 level regulation in the TRAMP mice model, even in advanced disease grade. Also, 
we concluded that the inflammatory process control in the first prostatic cancer grades was 
crucial for the downregulation of the signaling pathways involved in the proliferative processes 
in advanced cancer grade. 
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9. FIGURES AND LEGENDS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.  Photomicrographs depicting different lesions found in TRAMP ventral prostate. (A) 
Low-grade intraepithelial neoplasia (LGPIN); represented by epithelial cell stratification (*). (B) 
High-grade intraepithelial neoplasia (HGPIN); epithelial stratification in papillary and cribriform 
pattern in the glandular lumen (†). (C) Well-differentiated adenocarcinoma; invasion of 
epithelial cells in the underlying layer of smooth muscle cells in the stroma (arrow); (D) 
Undifferentiated adenocarcinoma; tumoral development and lack of glandular cytoarchitecture 
(triangle). Ep: Epithelium; St: Stroma; L: Lumen. Hematoxylin-Eosin (a-d). (scale bar= A-D: 
25µm; inset: 10µm). 
  
57 
 
 
 
 
58 
 
 
 
Figure 2. Photomicrographs of the ventral prostate of TRAMP mice from T8 (A,B): Glandular 
acini with folded mucosa. Secretory epithelium with columnar cells and basal cells (Bc), and 
also LGPIN (*) presence. Prostatic stroma with smooth muscle cells (Smc) interspersed with 
collagen fibers. T12 (C-E): Presence of LGPIN (*), HGPIN (†) and invasion of epithelial cells 
in the stroma (well-differentiated adenocarcinoma) (arrow). Ventral lobe showing cells with 
nuclear atypia and pale and abundant cytoplasm (dotted arrow) T1GNT (f,g): Glandular acini 
with folded mucosa and scarce prostatic stroma. Decrease of epithelial proliferation foci. 
T1CEL (H-J): Proliferative lesions such as LGPIN (*), HGPIN (†) and occasional points of well-
differentiated adenocarcinoma (arrow). Atrophied secretory epithelium regions (a) and 
reduction of folded acinar mucosa. The stromal features were similar to the T1GTN group. Ep: 
epithelium; St: stroma; L: lumen. Hematoxylin-Eosin (A,C, F, H, J); Masson’s Trichrome (B, D, 
E, G, I). (scale bar=25µm) 
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Figure 3. Photomicrographs of TRAMP mice ventral prostate from T22 cancer group (A-D): 
Hyperplasticglandular acini with different proliferative lesion grades such as HGPIN (†), well-
differentiated (arrow) and undifferentiated adenocarcinoma (triangle). Hyperplastic prostatic 
stroma with smooth muscle cells interspersed with collagen fibers and inflammatory cells. 
T2GNT (E-G): Simple secretory epithelium with cubic and columnar cells. Decrease of 
proliferative lesions and stromal fibrillar elements in relation to the cancer group and T2CEL. 
T2CEL (H-J): Folded acinar mucosa and proliferative lesions such as LGPIN (*), HGPIN (†). 
Fibrocellular feature of prostatic stroma, highlighting abundant amount of collagen fibers 
(green). Ep: epithelium; St: stroma; L: lumen. Hematoxylin-Eosin (A, B, E, G, H, I); Masson’s 
Trichrome (C, D, F, J). (scale bar= A-D,F,G,I,J: 25µm; E,H: 50µm). 
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Figure 4. Proliferative lesion incidence in TRAMP mice ventral prostate. Different lowercase 
letters indicate statistically significant differences among the groups. (one-way ANOVA : * 
p<0.05). 
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Figure 5.  Goniothalamin and Celecoxib effects on the relative frequency of PCNA positive 
cells in different evaluation periods in TRAMP mice. (scale bar=25µm) (one-way ANOVA : **** 
p<0.0001). 
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Figure 6. Goniothalamin and Celecoxib effects on relative frequency of apoptotic cells in 
different evaluation periods in TRAMP mice. (scale bar=25µm) (one-way ANOVA ). 
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Figure 7. Western blotting analysis of cyclooxygenase-2 (COX2), phosphorylated signal 
transducer and activator of transcription 3 (pSTAT3), factor nuclear kappa B (NFkB), insulin-
like growth factor receptor 1 (IGFR1) protein levels in the ventral prostate of the experimental 
groups. Different lowercase letters indicate statistically significant differences among the 
groups. (one-way ANOVA : * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001). 
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Figure 8. COX2, STAT3, IGFR1 immunoreactivities in the ventral prostate of TRAMP mice 
from T8 (A, E, I), T12 (B, F, J) T1GTN (C, G, K) and T1CEL (D, H, L). Epithelial and stromal 
reactivities were graded according to Table 1. (scale bar =25µm; insets 10µm). 
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Figure 9. COX2, STAT3, IGFR1 immunoreactivities in the ventral prostate of TRAMP mice 
from T22 (A, D, G,), T2GTN (B, E, H) and T2CEL (C, F, I). Epithelial and stromal reactivities 
were graded according to Table 2. (scale bar =25µm; insets 10µm).  
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 Figure 10.  Goniothalamin effects on the TNF-alpha and IL1-beta (pg/ml) plasmatic 
concentrations in TRAMP mice. Different lowercase letters indicate statistically significant 
differences among the groups.  (one-way ANOVA / t-student:; ** p<0.01; ***p<0.001). 
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Supplementary Figure 1. Schematic representation of immediate and late responses to 
Goniothalamin and Celecoxib treatments. T1GTN: Immediate response to Goniothalamin 
treatment group; T2GTN: Late response to Goniothalamin treatment group; T1CEL: Immediate 
response to Celecoxib treatment group; T2CEL: Late response to Celecoxib treatment group. 
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Supplementary Figure 2. Representative images of the ventral prostate from TRAMP mice 
shown in 10X magnification. Hematoxylin-Eosin (A-H). (scale bar=100µm). 
  
 
 
Supplementary Figure 3. Morphometric analysis of nuclear and cytoplasmatic areas in healthy 
and hyperplastic glandular epithelium. (one-way ANOVA: *** p<0.001). 
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Supplementary Table 1. 
Table 1.  COX-2, STAT-3, IGFR-1 immunoreactivities in the ventral prostate of TRAMP mice 
in immediate response treatments. 
Immediate Response Treatments 
  T8 T12 T1GTN T1CEL 
 Ep St Ep St Ep St Ep St 
COX-2 3 1 3 2 2 1 1 1 
STAT-3  
Nua / 
Cyt 
Nua / 
Cyt 
Nua / 
Cyt 
Nua / 
Cyt Nua/ Cyt 
Nua / 
Cyt Nua/ Cyt 
Nua / 
Cyt 
3/2 2/1 3/2 2/2 2/1 2/2 2/2 2/1 
IGFR-1 3 3 3 3 1 1 2 1 
Immunoreactivity distribution: 0 (0%), 1 (33%), 2 (33–66%), e 3 (66%).  
Ep: epithelium / St: Stroma; Nu: nucleus / Cyt: cytoplasm. 
a :p-STAT-3 
 
Supplementary Table 2. 
Table 2. COX2, STAT3, IGFR1 immunoreactivities in the ventral prostate of TRAMP mice in 
late response treatments. 
Late Response Treatments 
 T22  T2GTN T2CEL 
 Ep St Ep St Ep St 
COX-2 3 3 3 2 2 2 
STAT-3 
Nua / Cyt Nua / Cyt Nua / Cyt Nua / Cyt Nua / Cyt Nua / Cyt 
3/2 3/2 1/2 1/1 1/2 2/1 
IGFR-1 1 3 1 2 1 2 
Immunoreactivity distribution: 0 (0%), 1 (33%), 2 (33–66%), e 3 (66%).  
Ep: epithelium / St: Stroma; Nu: nucleus / Cyt: cytoplasm. 
a :p-STAT-3 
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2. ABSTRACT  
 
Background 
Prostate is highly affected by aging, which lead to inflammatory disorders that can predispose 
to cancer development. Chemoprevention has emerged as a new therapeutic approach, 
intensifying studies evaluating the biological properties of new compounds. The aim of this 
study was to characterize the inflammatory responses in the prostate ventral lobe from senile 
mice treated with Goniothalamin (GTN), a promising natural compound with anti-inflammatory 
and antiproliferative properties. Its activity was compared to Celecoxib, an established 
nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID). 
Methods 
The animals were divided into: Control groups; Young (18 week-old FVB), Senile (52 week-
old FVB). Treated groups: Senile-Goniothalamin (150mg/Kg orally), Senile-Celecoxib 
(10mg/Kg orally). The ventral lobe was collected after 4 weeks for light microscopy, 
immunohistochemistry, ELISA and western blotting analysis 
Results  
Both treatments were efficient in controlling the inflammatory process in the prostate from 
senile mice, maintaining the glandular morphology integrity. GTN reduced all inflammatory 
mediators evaluated (TNF-α, COX-2, iNOS) and different from Celecoxib, it also decreased 
the protein levels of NF-kB and p-NF-kB. 
Conclusions 
GTN and Celecoxib controlled inflammation in the prostate, and sensitized the senescent 
microenvironment to anti-inflammatory stimuli. Thus, both treatments are indicated as potential 
drugs in the prostatic disease prevention during senescence. 
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3. INTRODUCTION  
  
Aging is associated to significant changes in the organism, being an important factor 
for the development of urological disorders, including morphological and functional alterations 
in the prostate (1-4). It is known that during the aging period occurs a progressive decline of 
testosterone and dehydroepiandrosterone (DHEA) circulating levels in men, which is 
accompanied by increase in androgen conversion to estrogen, resulting in hormonal imbalance 
(4,5). In addition, high estrogen levels associated with low testosterone levels have been linked 
to prostatic inflammation and emergence of premalignant lesions upon aging (6) 
The prostate has intense immune activity involving broad signals of defense against 
non-self-antigens, and shows immune cells scattered in the epithelium and stroma, such as T 
and B-lymphocytes, macrophages and mast cells (7,8). When chronically stimulated, epithelial, 
stromal and immune cells presented in the prostate secrete high levels of proinflammatory 
cytokines (9,10). These cytokines induce smooth muscle cells growth, as well as epithelium 
and stroma proliferation through autocrine and paracrine mechanisms, or via induction of COX-
2 expression (10-13). 
Chronic inflammation also leads to the production of free radicals derived from oxidative 
stress, such as nitric oxide synthase (iNOS), reactive nitrogen species (RNS) and many 
reactive oxygen species. The relationship between oxidative stress and antioxidant 
components in cells plays an essential role in the development of prostatic diseases, and 
several studies has pointed to the aging process as a key factor in the initiation of these events 
(10,14). Sciarra, et al. (15) characterized the iNOS imunoexpression in human prostate, 
founding a gradual increase in the expression of iNOS in human benign prostatic hyperplasia 
(BPH), high-grade prostatic intraepithelial neoplasia (HGPIN) and prostate cancer (PCa), when 
compared to healthy samples. 
Oxidative stress, as well as inflammatory and genotoxic processes are strong 
stimulators of NF-κB transcription factor family (16). Due to the wide NF-κB responsiveness to 
different stimuli, this transcription factor is a key mediator in the regulation of different pathways 
related to aging, such as immune response, metabolism, cell senescence and apoptosis (16). 
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Wong, et al. (17) found that prostatic epithelial cells exposed to a conditioned media with 
soluble pro-inflammatory mediators were able to activate NF-κB, which led to local production 
of IL-1β, TNF-α, IL-6, and simultaneously estrogen receptor alpha (ER-α) and VCAM-1 
adhesion molecule upregulation. Also, NF-κB dysregulation can lead to inflammatory response 
amplification, mainly in the tumor microenvironment (10). Thus, chronic inflammation in the 
prostate environment may be a risk factor for the development of prostate cancer (17). 
According to Sfanos and De Marzo (18), the origin of the inflammatory stimuli in prostate is not 
fully defined, and the understanding of prostate immunobiology is still insufficient, especially 
with regard to aging process.  
Literature shows that nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) have been 
extensively evaluated in different experimental models, focusing in chemoprevention and 
treatment of different cancer types (19,20). Celecoxib, the NSAID used in the present study, is 
a potent anti-inflammatory cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor. COX-2 participates in the 
immune response, and acts catalyzing the prostaglandins biosynthesis from arachidonic acid 
(20). According to Sfanos and De Marzo (18), COX-2 overexpression in prostate was 
correlated to proliferative inflammatory atrophy (PIA) lesion, which is a risk factor predictable 
for tumor development. Although the number of available anti-inflammatory drugs is high, 
many of them can lead to side effects after long-term treatments (21). Therefore, the search 
for new anti-inflammatory drugs is crucial for chemopreventive treaments, and nature has been 
certainly an important source of these new compounds (21). The styryl lactone Goniothalamin 
(GTN) is a secondary metabolite found in plants from Goniothalamus genus (22,23). It was 
first isolated in 1972 and after that, several studies have characterized different GTN 
properties, such as anti-proliferative and cytotoxic against cancer cells, anti-inflammatory, pro-
apoptotic and gastroprotective (22,24-28).  
The pharmacological features of GTN have motivated the emergence of new studies 
focused on its synthesis and production of others analogues (29). According to Kido et al. (30) 
the GTN racemic form reduced the incidence of preneoplastic lesions and retard tumor 
progression in prostate gland of transgenic adenocarcinoma of the mouse prostate (TRAMP). 
83 
 
 
 
Also, the same authors observed that GTN was effective in inflammatory control, a fact that 
certainly contributed to maintaining the glandular morphology of the prostate, as well as in the 
prevention of cancer (30). 
Considering the anti-inflammatory potential of GTN, this study aimed to characterize 
the prostate microenvironment from senile mice submitted to GTN therapy, focusing on 
morphological and inflammatory parameters, considering the importance of glandular 
inflammation during aging. Celecoxib was used as a control, due to well-known anti-
inflammatory properties already described in the literature.  
 
4. MATERIALS AND METHOD  
Animals and Drugs 
A total of 60 male FVB mice were used and divided into four experimental groups. The 
young (YNG/ 18 weeks old/ n=20) and the senile (SEN/ 52 weeks old/ n=20) control groups 
received carboxymethyl cellulose (CMC) 0.05% or phosphate-buffered saline (PBS) + 1% 
Tween 80 (10mL/Kg) vehicles. The senile Goniothalamin group (SNGTN/52 weeks old/ n=10) 
received 150mg/Kg of Goniothalamin orally (28), three times a week during 30 days. The senile 
Celecoxib group (SNCEL /52 weeks old/ n=10) was treated orally with 10mg/Kg of Celecoxib 
(31), five times a week for 30 days. All mice were obtained from the Multidisciplinary Center 
for Biological Investigation on Laboratory Animal Science (CEMIB) at the University of 
Campinas (UNICAMP) and received water and solid diet ad libitum (Nuvilab, Colombo, PR, 
Brazil). This study was approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research 
(University of Campinas – UNICAMP, protocol n°3119-1). 
Goniothalamin preparation followed a published procedure (32) and it was emulsified 
with 1% Tween 80 (Synth, Diadema, SP, Brazil) and dissolved in phosphate-buffered saline 
(PBS), pH 7.0 (28). Celecoxib  (CELEBRA/Pfizer Pharmaceuticals LLC, Caguas, Puerto Rico), 
was diluted in CMC 0.05% (31).  
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Morphological analysis  
Prostate ventral samples from five animals/group were collected and fixed by 
immersion in Bouin’s solution during 24 h. After that, the samples were dehydratated, 
diaphanized and embedded in plastic polymers (Paraplast®, Sigma Aldrich,St Louis, 
MO,USA). The material was cut into 5 µm thick the Hyrax M60 microtome (Zeiss, Munich, 
Germany) and then stained with hematoxylin–eosin and Masson’s Trichrome (33). The slides 
were photographed with a Nikon Eclipse E-400 photomicroscope (Nikon, Tokyo, Japan). 
 
Immunohistochemistry  
Prostate ventral lobe samples were collected from five animals in each group, the same 
used for morphological analyses. The antigens were detected using the following antibodies: 
mouse monoclonal COX-2 (sc-376861 - Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, United 
States of America), rabbit polyclonal IL-17 (sc-792 - Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
CA, United States of America), and rabbit monoclonal iNOS (ab136918- Abcam, Cambridge, 
MA, USA). The immunohistochemistry protocol was based on Montico, et al. (34), and all the 
primary antibodies were diluted in a 1:50 proportion. Then, the slides were incubated for 2 
hours with HRP-conjugated secondary antibodies, goat anti-mouse IgG (W4021, Promega 
Corporation, Madison, WI, EUA) or goat anti-rabbit IgG (W4018, Promega Corporation, 
Madison,WI, EUA). The peroxidase activity was detected with 3,3′-diaminobenzidine (DAB) 
(Sigma Aldrich,St. Louis, MO, USA) precipitate, and Harris' hematoxylin was used for counter-
staining. The positive antibody reaction was determined by brown-stained DAB precipitate, 
and based on the observation of 10 random and non-overlapping microscopic fields under 
400X magnification per animal, the immunoreactivity frequency was graded on a 0-3 scale, 
according to the percentage of positive areas for each antigen:  0 (absent) = 0%; 1 (weak) = 
1-33%; 2 (moderate) = 34-66%; and 3 (intense) = more than 66%. (35-37). For all 
immunohistochemical analyses a negative control were used, consisting of no primary 
antibody. 
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Western Blotting 
Prostate ventral lobe samples from five animals/group were homogenized with RIPA 
extraction buffer (Millipore, Temecula, CA, USA) and protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich, 
St. Louis, MO USA), using a Polytron homogenizer (Kinematica Inc., Lucerne, Switzerland). 
The extracts were centrifuged at 14000 rpm for 15 min at 4 °C and the protein level was 
quantified with Bradford method (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Aliquots 
containing 35μg protein were separated by electrophoresis in a SDS-polyacrylamide gel under 
reducing conditions. Subsequently, the proteins were electrically transferred to nitrocellulose 
membranes (Amersham Life Science, Arlington Heights, IL, USA). The membranes were 
blocked with 3% bovine serum albumin (BSA) for 1h and incubated overnight at 4 °C with 
mouse monoclonal NF-κB p65 (ab13594 - Abcam, Cambridge, MA, USA), rabbit monoclonal 
phosphorylated-NF-κB p65 (#3033- Cell Signaling Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), 
rabbit monoclonal iNOS (ab136918-- Abcam, Cambridge, MA, USA), mouse monoclonal TNF-
α (ab8348-Abcam, Cambridge, MA, USA) in the dilution range of 1:350–500. After that, the 
membranes were incubated for 2h with secondary HRP conjugate anti-rabbit and anti-mouse 
antibodies in a dilution range of 1:4000–1:6000 in 1% BSA. To detect reactive bands, 
membranes were exposed to chemiluminescence solution (SuperSignal™ West Pico 
Chemiluminescent Substrate / Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA) for 5 min and 
captured using Gene Gnome equipment and the GeneSys image acquisition software 
(Syngene Bio Imaging, Cambridge, UK). The mouse monoclonal β-actin antibody (sc-81178, 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) was used as endogenous control. The 
intensity of antigen bands was quantified by densitometry using the Image J (Image Analysis 
and Processing in Java) software for image analyses and was expressed as the mean 
percentage in relation to β-actin band intensity. 
 
ELISA 
Blood samples were centrifuged (Sigma® 3-18K refrigerated centrifuge) at 3000 rpm 
for 10 minutes. The plasma obtained was used to determine IL-1β (KMC0012) concentration 
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using commercial reagents for the enzyme immunoassay (Novex®, Life Technologies 
Corporation, Grand Island, NE, USA). Sample absorbance was read using Multi-Mode 
Microplate Reader Model Synergy H1M equipment (Bio-Tek Instruments, Inc.,Winoosk, VT, 
USA) at a 450 nm wave length. 
 
Statistical analysis 
The statistical analysis for protein levels among the experimental groups was carried 
out by t-student test or variance analysis (ANOVA) followed by Tukey’s multiple range test, 
with the level of significance set at 5 % (38). The results were expressed as the mean ± 
standard deviation. 
 
5. RESULTS  
Light Microscopy 
Young Group (YNG) 
 The prostatic ventral lobe predominantly presented columnar cells with basal nuclei 
and folded mucosa (Figures 1a-c). Basal cells were discontinuously intermingled with luminal 
cells on the basement membrane (Figures 1a-c). The prostatic stroma showed fibrocellular 
formation with smooth muscle cells and collagen fibers organized concentrically around the 
prostatic acini and blood capillaries (Figures 1a-c). 
 
Senile Group  
 The main feature of the senile mice prostate was the widespread epithelial atrophy and 
decreased folded mucosa (Figures 1d-f). Intraepithelial neoplasia (PIN), with different 
architectural patterns was observed, characterized by secretory cell stratification. Also, 
basement membrane disruption led to epithelial cell invasion in the prostatic stroma, 
characterizing well-differentiated prostatic adenocarcinoma (Figure 1e). The prostatic stroma 
presented significant changes, such as hypertrophy and hyperplasia, represented by smooth 
muscle cell layer thickening, intermingled with fibrillar elements, which also showed an 
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increase (Figures 1e-f). Furthermore, inflammatory cell foci were frequent in the stromal 
compartment, especially lymphocytes, which were predominantly identified in the periacinar 
area (Figures 1d,f). 
 
Goniothalamin Group (SNGTN) 
 After GTN treatment, the majority of the glandular acini showed folded mucosa and 
simple epithelium and columnar cells, with occasional atrophied areas (Figures 1g-i). However, 
alterations such as occasional PIN foci were still observed (Figure 1i). The prostatic stroma 
showed similar features to those found in the YNG group, highlighting the apparent reduction 
on inflammatory infiltrate focus. There was a significant structural recovery of epithelial and 
stromal compartments, when compared to untreated senile animals (Figures 1d-i). 
 
Celecoxib Group (SNCEL) 
 The secretory epithelium ranged from columnar to cubic form, similar to mice treated 
with GTN (Figures j-l). Also, occasional PIN lesions were found in this group, which were also 
characterized by cellular proliferation showing cell stratification (Figure 1k). In general, the 
prostatic stroma displayed normal morphology, despite having fibromuscular hypertrophy in 
some areas. Also, the inflammatory infiltrate foci decreased apparently with the Celecoxib 
treatment (Figure 1l).  
 
Immunohistochemistry and Western Blotting analyses 
COX-2 
 COX-2 positive immunolabeling was identified in prostatic epithelium and stroma from 
different experimental groups, particularly in the SEN group, which showed intense reactivity 
in both prostatic compartments. The GTN treatment led to a slight reduction in COX-2 positivity 
in the epithelium, and the stromal immunoreactivity was similar to the senile group (Figures 2 
a-d; Table 1). The Celecoxib treatment led to the reduction of COX-2 immunolocalization 
frequency in both prostatic compartments. 
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  In general, the Western Blotting analysis corroborated the immunohistochemistry 
results. The senile group showed increased levels of COX-2 compared to the young group, 
highlighting the prostatic inflammatory microenvironment during senescence. GTN and 
Celecoxib treatments led to a significant reduction of COX-2 levels (Figure 3a). 
 
IL-17 
Intense epithelial staining and weak stromal staining for IL-17 were verified in the SEN 
group. After treatments with GTN and Celecoxib, the IL-17 immunoreactivity decreased in the 
prostate when compared to the SEN group, being discontinuously expressed in the apical 
region of the epithelial cells (Figures 2e-h; Table 1).  
 
iNOS  
 The SEN group presented intense iNOS reactivity, especially in the prostatic 
epithelium. In contrast, GTN treatment resulted in iNOS decrease, which was moderate in the 
epithelium and weak in the stroma. The Celecoxib treatment also led to a decrease on iNOS 
expression in both prostatic compartments (Figure 2i-l; Table 1). The results from Western 
Blotting analysis followed the same pattern of the immunohistochemistry, showing a significant 
decrease after both treatments (Figure 3b). 
 
NF-κB, p-NF-κB and TNF- α   
 The NF-κB, p-NF-κB and TNF-α immunoexpression increased significantly in the senile 
animals, compare to young animals. Nevertheless, the pro-inflammatory profile in the senile 
mice prostate was modified by both experimental treatments (Figure 3c-e). GNT treatment 
reduced the NF-κB, p-NF-κB, and TNF-α immunoexpression in the senile prostate.  On the 
other hand, Celecoxib reduced TNF-α expression but did not affect NF-κB and p-NF-κB 
expression (Figure 3c, e).   
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ELISA 
Elevated IL-1β levels were verified by the immunoenzymatic analysis during the aging, 
when compared to the young group. However, none of the treatments was able to decrease 
the systemic levels of this pro-inflammatory cytokine.  
 
6. DISCUSSION  
Previous studies by our research group have demonstrated that the inflammatory 
process related to aging triggers and worsens prostatic lesions, by promoting morphological 
and molecular changes in the prostate (30,39,40). Thus, focusing on the prevention of the 
prostatic lesion in senile animals, this study proposed two experimental approaches: 
Goniothalamin (GTN) administration, a natural compound with anti-inflammatory and 
antiproliferative properties and evaluated for the first time in senile animals; and Celecoxib 
administration, a non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) widely evaluated in the 
chemoprevention and cancers treatments. The present results demonstrate efficacy of both 
treatments through the inflammatory process control in the senile prostate, as well as glandular 
morphology maintenance. However, GTN treatment differs from Celecoxib due to its ability to 
downregulate NF-κB pathway. 
The aging process is accompanied by upregulation of proinflammatory cytokines, 
resulting in increased susceptibility to infections, autoimmune diseases, and cancer in this life 
period (41). According to Chung, et al. (42), chronic inflammation related to age can be 
summarized into two main processes: 1) frequent disruption of immune system; 2) change of 
the redox state during senescence. These authors pointed out that both processes lead to 
increased systemic inflammation due to activation of a variety of inflammatory mediators, and 
continuous increase in redox imbalance induced by oxidative stress. At the same time, the 
prostate inflammation is related to several factors, such as injuries, age, hormonal imbalance, 
diet, exposure to environmental contaminants, among other factors (8). The hormone 
imbalance is a key point in the link aging - inflammation and this interaction between 
inflammatory process and sexual hormones and their receptors facilitates PCa development 
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(43,44). Over the past few years our research group has confirmed the prostate 
microenvironment vulnerability, considering the inflammatory events, through studies of 
castration, hormonal dysregulation in senile models and occurrence of neoplastic processes, 
emphasizing the need to search for therapies focused in immune system modulation (39,40) 
In the present results, the anti-inflammatory effects of GTN and Celecoxib has led to 
morphological recovery of ventral prostate, characterized by reduction of epithelial atrophy and 
inflammatory infiltration in the prostate of senile mice. Furthermore, the treatments have been 
able to promote a stromal restructuring. It is known that during aging processes the prostate 
undergoes involution due to decrease in testosterone levels (39,40,45). The aging process 
results in typical epithelial atrophy and lack of enfolding glandular mucosa, simultaneously to 
stromal compartment changes, which is characterized by smooth muscle cells hyperthophy 
and hyperplasia, increase of fibrillar elements and inflammatory cells (39,40,45). Moreover, 
the altered microenvironment due to infectious factor presence, injuries, or under influence of 
inflammatory stimuli, reacts leading to eradication of harmful processes through epithelial cells 
regeneration, stromal remodeling and vascular permeability increase (46,47). In chronic 
inflammation, this same process of natural tissue repair can result in irreversible damage, 
culminating in neoplastic processes (46,47). 
Our results indicate that GTN treatment, under the experimental conditions evaluated, 
was more efficient than Celecoxib in controlling the inflammatory process, considering the 
inhibitory effect on the NF-κB activation. It is well known that NF-κB is a major transcriptional 
regulator of inflammation, which has its activity regulated by intracellular signal transduction 
events, in response to stimuli such as oxidative processes, tissue injury, genomic instability 
and aging (10,16,48). Among the several NF-κB activators, .+TNF-α and IL-1-β have been 
linked to the support of the inflammatory condition in the prostate via NF-κB, as well as the 
maintenance of injuries as proliferative inflammatory atrophy (PIA), HBP and CaP (49-51). 
Recently, our research group showed that treatment with GTN in the transgenic model for 
prostate adenocarcinoma (TRAMP) resulted in a significant decrease on NF-κB levels in the 
ventral prostate, as well as TNF-α and IL-1β plasma levels (30). The same authors suggested 
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a possible mechanism of GTN action, however, based only on the results of their study itself, 
since there is no literature data about GTN action in the prostate. Previously, Orlikova, et al. 
(26) reported GTN beneficial effects through NF-κB activation inhibition induced by TNF-α in 
leukemic cells, without other blood cells toxicity. Furthermore, the evaluation of kavaina, styryl 
lactone analogous to the natural GTN form, also indicated the inhibitory capacity in TNF-α-
induced NfκB activation, and its translocation to the nucleus (52). In the present results it is 
remarkable that although Celecoxib has significantly reduced TNF-α protein levels, the 
reduction caused by GTN treatment was even more expressive.  
Vykhovanets et al. (51) showed that IL1-β systemic administration has led to 
extravasation of mononuclear cells in prostatic stroma of C57BL/6J mice, culminating in NF-
κB p65 increase and also in cytokines upregulation, such as IL -17. These same authors also 
tested a NF-κB inhibitor, dexamethasone, hours before of IL-1β administration to elucidate the 
NF-κB activation mechanisms, verifying significant reduction in most of the inflammatory 
markers in prostate tissue, such as IL-17 (51). The results herein showed increased IL-1β 
systemic levels in senile animals in relation to young group, what could be linked to the intense 
inflammatory response in prostate microenvironment during this life period and with the 
activation of NF-κB. GTN treatments decreased NF-κB levels, which could be a consequence 
of the inhibitory effect on TNF-α expression. Decrease in NF-κB levels is translated into an 
inhibitory effect on the expression of a wide broad of cytokines, including IL-17 (51). In fact,  
IL-17 immunoreactivity was reduced in the prostate of animals treated with GTN. Decrease of 
IL-17A levels due to GTN treatment was also observed by Vendramini-Costa et al. (2016) in 
colitis-induced and spontaneous colorectal cancer models (53) 
Other studies have shown that the wide transcriptional NF-κB activity acts on the COX-
2 and iNOS upregulation, specifically in two binding sites in the promoter region in COX-2 
gene, and in the TATA box and consensus sequence in the promoter region that encodes 
iNOS (54-56). Both molecules are upregulated during the inflammatory process and under 
specific physiological conditions, the enzymatic activity of COX-2 and iNOS products can act 
cooperatively (10,57). Thus, since NF-κB can activate iNOS and COX-2 genes, the same 
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pathophysiological stimuli can simultaneously activate both mediators. Moreover, the NO 
production by iNOS expression, induced by NF-κB or not, can also affect COX-2 expression 
and its catalytic activity (57). The treatment with GTN led to decrease in iNOS and COX-2 
levels, what could be linked to the decrease in NF-κB levels. Recently was shown that 
treatments with GTN decreases the iNOS expression in primary macrophages stimulated with 
LPS and in animals developing chemical-induced colitis (53), highlighting  the anti-
inflammatory and possible, antioxidant effects of GTN. Therefore, based on the results 
presented and those reported in the literature, it is possible to suggest that GTN anti-
inflammatory action in senile mice prostate was primarily due to the modulatory action of this 
compound in NF-κB activation, possibly induced via TNF-α , and as consequence decreasing 
the levels of other mediators. 
As expected, Celecoxib treatments reduced COX-2 levels in senile prostate. In 
addition, this treatment also reduced TNF-α and iNOS levels, but without affecting NF-κB and 
p-NF-κB expression. This is in agreement with previous reports that highlights Celecoxib as a 
CaP chemopreventive agent, delaying the preneoplastic lesions incidence, tumor progression, 
and reducing levels of different pro-inflammatory mediators besides COX-2 (58-60). According 
to Narayanan, et al. (50), the administration of 500mg/kg of Celecoxib led to decreased iNOS 
and NF-κB p65 activities in macrophages from rat prostate, characterizing these proteins as 
primary mediators of early carcinogenesis stages. It is important to say that Celecoxib dose 
used in the study herein was fifty times lower than that used by Narayanan, et al. (50), and 
although we have no statistically significant changes in NF-κB levels, the experimental 
methodology presented in this study was positive for prostate morphofunctional recovery 
during the aging. 
Studies have shown that Celecoxib anti-inflammatory effects could occur regardless of 
COX-2 blocking (42,61). Tago-Funakoshi et al. (62) verified that Celecoxib was able to inhibit 
the NFkB nuclear translocation induced by TNF-α, and decrease proinflammatory cytokines 
expression, which are targets in this pathway. However, similarly to the observed in this study, 
in a recent study published by our group we found that Celecoxib was not able to reduce NF-
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κB levels in the TRAMP prostate, despite having significantly reduced COX-2 levels (30). In 
addition, our results indicated the same tendency found in the TRAMP model (30), highlighting 
the potential of the prostate of senile mice to develop pro-tumorigenic features, and the 
susceptibility of this microenvironment to create a molecular imbalance and loss of epithelial-
stromal interaction. Accordingly, the results herein suggest that Celecoxib may have acted 
independently of COX-2 blockade, altering the prostate response through iNOS and TNF-α 
downregulation. Thus, Celecoxib minimized the pro-inflammatory profile in the prostate of 
senile mice, restoring the glandular balance. 
Finally, GTN and Celecoxib controlled inflammation in the prostate and were able to 
sensitize the senescent microenvironment for anti-inflammatory stimuli. GTN affected the NF-
κB pathway, reducing the levels of this transcription factor and of other mediators related to 
this pathway. In sum, both treatments are indicated as potential drugs to be used in the 
prevention of prostatic disease during senescence, but GTN arises as a promising alternative 
to standard anti-inflammatory drugs. Moreover, we emphasize the relevance of 
chemopreventive therapies during the aging process to protect the senile prostate from 
inflammatory disorders and cancer development. 
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9. TABLES 
 
Table 1. COX-2, IL-17 and iNOS immunoreactivities in the ventral prostate of FVB mice in the 
different experimental groups. 
 YOUNG SENILE SNGTN SNCEL 
 Ep St Ep St Ep St Ep St 
COX-2 1 2 3 3 2 3 1 1 
IL-17 1 1 3 1 2 1 2 1 
iNOS 2 1 3 2 2 2 1 1 
Immunoreactivity frequency distribution: 0 (0%), 1 (33%), 2 (33–66%), e 3 (66%). 
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10. FIGURES AND LEGENDS 
Figure 1. 
 
Figure 1. Photomicrographs of ventral prostate from FVB mice. YOUNG GROUP (A-C): 
Secretory epithelium simple and folded with columnar and basal cells (Bc). Prostatic stromal 
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with smooth muscle cells intermingled with collagen fibers around of the glandular acini. 
SENILE GROUP (D-F): Atrophic glandular acini with cubic cells (a), areas with proliferative 
intraepithelial neoplasia (PIN), and eventual points of well-differentiated adenocarcinoma 
(arrow). Hyperplasia and hypertrophied smooth muscle cells (smc), increase of inflammatory 
cells foci (ic) and collagen fibers (green). SENILE CELECOXIB GROUP (G-I): Glandular 
epithelium with columnar cells and some atrophic regions, highlighting the partial prostatic 
morphology recovery. Occasional proliferative intraepithelial neoplasia (PIN) areas were still 
identified. The prostatic stroma showed healthy aspect, with smooth muscle cells organized 
and decrease of inflammatory cells. SENILE GONIOTHALAMIN GROUP (J-L): Simple 
secretory epithelium with cubic and columnar cells with folded mucosa. Some proliferative 
areas (PIN) were identified.  A inflammatory cells decrease in the stroma was seen. Ep: 
epithelium; St: stroma; L: lumen. Hematoxylin-Eosin (A,B,D,E,G,I,J,K); Masson’s Trichrome 
(C,F,H,L). 
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Figure 2. 
 
Figure 2. COX-2, IL-17 and iNOS immunoreactivities in the ventral prostate of FVB mice from 
YOUNG GROUP (A, E, I), SENILE GROUP (B, F, J) SENILE GONIOTHALAMIN GROUP (C, 
G, K) and SENILE CELECOXIB GROUP (D, H, L). Epithelial and stromal reactivities were 
graded according to Table 1. 
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Figure 3. 
 
Figure 3. Western blotting analysis of COX-2, TNF-α, NFκB, p-NFκB and iNOS levels from 
ventral prostate of the experimental groups. (One-way ANOVA followed by Tukey test: * 
p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001).   
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Figure 4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4. IL1-beta (pg/ml) plasmatic levels in FVB mice in the different experimental groups. 
(One-way ANOVA followed by Tukey test: * p<0.05).   
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6. ARTIGO CIENTÍFICO III 
 
1. TÍTULO   
Atividade pró-apoptótica e antiproliferatva dos tratamentos com Goniotalamina e Celecoxibe 
na próstata de camundongos durante o envelhecimento 
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2. RESUMO 
O envelhecimento está associado a alterações significativas na próstata. Nos últimos anos, o 
conceito de quimioprevenção emergiu como uma nova abordagem terapêutica e, estudos de 
diferentes compostos que visam atenuar ou retardar os efeitos do envelhecimento, bem como 
a prevenir o câncer, tem se revelado como estratégias promissoras. Assim sendo, o objetivo 
do presente estudo foi avaliar o efeito protetor da Goniotalamina (GTN) e do Celecoxibe 
considerando-se parâmetros relacionados à processos proliferativos, apoptóticos, e de 
sobrevivência celular. Para as análises de Imunoistoquímica, Western Blotting, ELISA, TUNEL 
camundongos FVB foram divididos em: Grupos controle JOVEM (18 semanas de idade) e 
SENIL (52 semanas de idade). Grupos tratados: SENIL-GONIOTALAMINA (150mg/Kg via 
oral) e SENIL-CELECOXIBE (10mg/Kg via oral). Para análise de ressonância magnética 
nuclear (RMN) foram utilizados quatro grupos experimentais: JOVEM e SENIL FVB; e TRAMP 
(camundongos transgênicos para o adenocarcinoma de próstata) de 8 (T8) e 12 (T12) 
semanas de idade. Os resultados indicaram que ambos tratamentos apresentaram atividade 
pró-apoptótica no modelo senil, e diminuíram mediadores que propiciam o aumento da 
sobrevivência celular, como o STAT-3. A GTN atuou mais especificamente na diminuição dos 
níveis de proliferação celular através da diminuição do marcador PCNA, enquanto que a ação 
anti-mitogênica do Celecoxibe se evidenciou pela redução dos níveis de IGFR-1. Quanto à 
análise metabolômica, os resultados demonstraram aumento no metabolismo de 
glicerofosfolipídeos durante a senescência, e diminuição do citrato no modelo de câncer. 
Concluindo, este estudo confirmou a susceptibilidade do microambiente ao desenvolvimento 
de neoplasias através do aumento proteico e metabólico de indicadores de processos 
proliferativos. Além disso, ambos tratamentos foram eficazes atenuando os efeitos deletérios 
do envelhecimento na próstata. 
 
3. INTRODUÇÃO 
O envelhecimento é descrito como uma das principais causas do desenvolvimento do 
câncer, e um dos motivos está relacionado a falha sistêmica nos processos de morte celular 
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associado a senescência celular (1-3). Atrelado a estes fatos, o avanço da idade também 
pode promover disfunções na homeostase proliferativa como a hipoproliferação, que 
compromete a regeneração e o reparo tecidual, e a hiperproliferação, que pode levar a 
cânceres letais (2). Nesse contexto, a próstata se destaca como um dos principais órgãos a 
sofrer alterações decorrentes do avanço da idade devido à redução natural dos níveis de 
testosterona e aumento relativo de estrógenos, hormônios responsáveis pela manutenção e 
funcionamento glandular (4,5). Nos últimos anos, nosso grupo de pesquisa caracterizou o 
microambiente prostático em camundongos senis sob diferentes perspectivas, concluindo que 
o aumento de processos como inflamação, angiogênese e, remodelação estromal, tornam 
este órgão susceptível ao desenvolvimento de neoplasias (6-8). Dando suporte a essas 
observações, outros estudos apontaram alterações celulares da próstata associadas ao 
envelhecimento, tais como aumento da expressão de fatores de crescimento, aumento do 
estresse oxidativo e diminuição da capacidade apoptótica (9-11). Assim, à medida que o 
número de indivíduos idosos aumenta de forma constante na população, o desenvolvimento 
de medidas quimiopreventivas eficazes dirigidas diretamente contra a carcinogênese assume 
relevante significado (1).  
O aumento da sobrevivência celular relacionados a mecanismos de evasão apoptótica 
possibilita a criação de vias auto-sustentáveis que estimulam a proliferação celular sem que 
haja controle desses processos, gerando o desequilíbrio funcional do tecido.  O fator de 
transcrição e transdução de sinal 3 (STAT-3) é um dos responsáveis pela mediação da 
capacidade de sobrevivência celular e indução de genes anti-apoptóticos como BCL-2 e BCL-
X (12). A contínua ativação deste fator está fortemente associada a presença de neoplasias 
e, no caso do câncer de próstata, sua ativação parece ser fundamental para progressão da 
doença (13). A via clássica da STAT-3 ocorre quando o IL-6 se liga ao seu receptor (gp130) 
na membrana celular onde ocorre a fosforilação da janus quinase (JAK), seguida da 
fosforilação do fator de transdução e transcrição de sinal do STAT, o qual é posteriormente 
translocado para o núcleo tornando-se ativado (14). A habilidade da IL-6 ativar diretamente 
os fatores de transdução e ativadores de transcrição STATs, especialmente o STAT-3, produz 
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importantes consequências quando examinadas no contexto da progressão de neoplasias 
(15). Outro importante fator relacionado a processos proliferativos é o receptor do fator de 
crescimento homólogo à insulina (IGFR-1), que através de sua propriedade mitogênica 
também está associado à progressão do câncer, incluindo o de próstata (16,17). Segundo 
Heidegger, et al. (18), a suplementação de IGF-1 estimulou o crescimento de linhagens de 
células de câncer de próstata dependentes e independentes de hormônio, e ainda revelou a 
capacidade oncogênica do IGFR-1. A superexpressão induzida IGFR-1 aumentou a 
proliferação nas linhagens celulares de câncer de próstata e induziu a diferenciação celular 
em células epiteliais não cancerosas, demonstrando assim a importância deste receptor tanto 
em processos neoplásicos, como no desenvolvimento normal do tecido prostático (18). 
Sabe-se que células cancerosas exibem intensas alterações metabólicas quando 
comparada a células sadias, devido basicamente à capacidade de proliferação continuada, 
as quais requerem suprimento constante de energia (19). O câncer de próstata representa um 
modelo particularmente atraente para o estudo metabolômico, considerando que fortes 
evidências sugerem que a desregulação do metabolismo desempenha papel importante no 
desenvolvimento e progressão desta doença (20). No caso da tumorigênese prostática, o 
processo é altamente complexo e heterogêneo, a começar pelas mudanças no metabolismo 
de citrato e zinco, o qual é amplamente descrito na literatura (19). Alterações metabólicas de 
células cancerosas da próstata caracterizam um metaboloma distinto e específico deste 
órgão, que pode ser capturado por meio da descrição do perfil metabolômico (20). No entanto, 
a literatura é escassa no que diz respeito à análise metabolômica da próstata durante o 
envelhecimento com enfoque na descrição de potenciais marcadores que predispõe esse 
órgão ao desenvolvimento do câncer. Assim sendo, os avanços no conhecimento e 
elucidação de mecanismos envolvidos no câncer de próstata requerem a disponibilidade de 
diferentes modelos experimentais, como modelos que exibam alto risco ao desenvolvimento 
de doenças letais. Isso também se aplica a questões como o desenvolvimento e testes de 
agentes farmacológicos para o prevenção e tratamento de neoplasias (21). 
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No presente estudo, o potencial anti-proliferativo e pró-apoptótico do anti-inflamatório 
Celecoxibe e da Goniotalamina foi avaliado como terapias quimiopreventivas na próstata de 
animais senis. Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa mostraram que ambas as drogas 
atrasaram a progressão do adenocarcinoma prostático em camundongos transgênicos para 
o adenocarcinoma de próstata (TRAMP) através da redução de mediadores de sobrevivência 
e proliferação celular (16). Ainda, no modelo senil FVB, tanto o uso da Goniotalamina, quanto 
do Celecoxibe foi benéfico para aspectos morfológicos e diminui os níveis de diferentes 
mediadores inflamatórios na próstata. Desta maneira, o objetivo do presente estudo foi avaliar 
o efeito protetor da Goniotalamina e do Celecoxibe considerando-se parâmetros relacionados 
à processos de sobrevivência celular, proliferativos e apoptóticos. Além disso, a fim de 
caracterizar o potencial do microambiente prostático senil para o desenvolvimento do câncer, 
o presente estudo ainda propôs um novo método de avaliação fundamentado na comparação 
do perfil metabolômico da próstata de animais senis com a próstata de camundongos TRAMP.  
 
4. MATERIAIS E MÉTODOS 
Animais e tratamentos 
Camundongos machos da linhagem FVB foram divididos em quatro grupos 
experimentais. Os grupos controle jovem de 18 semanas de idade (n= 20) e senis de 52 
semanas de idade (n=20), os quais receberam os veículos carboximetilcelulose (CMC) 0,05% 
ou solução salina tamponada com fosfato (PBS) + Tween 80 a 1% (10 mL/ Kg) via oral. Os 
grupos tratados dividiram-se em: grupo senil Goniotalamina (SNGTN / 52 semanas de idade 
/ n = 15), que recebeu 150mg/Kg de Goniotalamina (GTN) por via oral três vezes por semana 
durante 30 dias (16); e o grupo senil Celecoxibe (SNCEL / 52 semanas de idade / n = 15) que 
foi tratado por via oral com 10 mg / Kg de Celecoxibe, cinco vezes por semana durante 30 
dias (16).  
Para as análises de ressonância magnética nuclear (RMN) foram utilizados 
camundongos machos FVB, e camundongos transgênicos para o adenocarcinoma de 
próstata (C57BL/6-Tg (TRAMP) 8247Ng/JX FVB/Unib F1/J), os quais foram divididos nos 
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grupos JOVEM (JV/ 18 semanas de idade/ n=18); SENIL (SEN/ 52 semanas de idade / n = 
18); TRAMP 8 (T8 / 8 semanas de idade/ n=18) e TRAMP 12 (T12/ 12 semanas de idade/ 
n=18). Para esta análise os animais não receberam nenhum tratamento.  
Todos os camundongos foram obtidos do Centro Multidisciplinar de Pesquisa Biológica 
em Ciência Animal de Laboratório (CEMIB) da Universidade de Campinas (UNICAMP) e 
receberam água e dieta sólida ad libitum (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil). Este estudo foi 
aprovado pelo Comitê Institucional de Ética em Pesquisa Animal (Universidade de Campinas 
- UNICAMP, protocolo nº 3119-1). 
A preparação de Goniotalamina seguiu o procedimento publicado por de Fatima, et al. 
(22), e foi emulsionada com Tween 80 a 1% (Synth, Diadema, SP, Brasil) e dissolvida em 
solução salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,0 (23). O Celecoxibe (CELEBRA / Pfizer 
Pharmaceuticals LLC, Caguas, Porto Rico) foi diluído em CMC 0,05% (24). 
 
Imunoistoquímica  
Amostras prostáticas de 5 animais de cada grupo experimental, os mesmos utilizados 
para a microscopia de luz, foram utilizadas para as imunomarcações seguindo o protocolo 
experimental descrito previamente por Montico et al. (25). Os anticorpos utilizados para 
detecção do receptor de andrógeno (AR) (sc-816, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
EUA), fator de transcrição e transdução de sinal 3 (STAT-3) (sc-7179 - Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) e fator de crescimento homólogo à insuina (IGFR-1) 
(sc-712- Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) foram diluídos em BSA 1% 
concentração de na 1:50 e as lâminas incubadas overnight a 4 ºC. Após lavagem com tampão 
TBS-T, os cortes foram incubados com anticorpo secundário HRP conjugado proveniente do 
kit Envision (Dako) por 40 minutos e, posteriormente revelados com diaminobenzidina (DAB), 
contra-corados com Hematoxilina de Harris e avaliados no fotomicroscópio Nikon Eclipse E-
400 (Nikon, Tóquio, Japão). A marcação positiva para cada antígeno foi determinada pela 
presença da coloração acastanhada da reação do DAB, e baseada na análise de 10 campos 
não sobrepostos para cada animal. A imunoreatividade foi graduada de acordo com a 
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porcentagem de área imunomarcada, sendo classificada como: 0 (zero) para coloração 
negativa (0%), 1 como coloração fraca (<33%), 2 para coloração moderada (33%-66%) e 3 
para coloração intensa (>66%) de acordo com a frequência da marcação dos antígenos nas 
secções de tecido prostático (modificado de 26,27,28). Para todas análises Imunoistoquímicas 
foi realizado o controle negativo, no qual o anticorpo primário não é utilizado. 
 
Western Blotting 
 Amostras do lobo ventral foram coletadas de 5 animais de cada grupo experimental e 
pesadas, homogeneizadas em tampão de extração RIPA (R0278-Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Mo., USA). Os extratos dos tecidos foram obtidos por centrifugação durante 20 minutos a 
14000 rpm a 4oC e utilizados na determinação da concentração de proteínas, usando o 
reagente de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,USA). As amostras foram 
misturadas (1:1) com tampão de amostra 3X (100mM Tris-HCl pH 6.8, 10%β-mercaptoetanol, 
4% SDS e 20% glycerol), incubadas em banho seco a 100ºC por 5 minutos. O correspondente 
a 35 microgramas de proteínas foi aplicado no gel de SDS-poliacrilamida. Após a eletroforese, 
o material foi transferido eletricamente (Sistema Hoefer) para membranas de nitrocelulose 
(Amersham) a 120 V por 1 hora e meia. As membranas foram então bloqueadas com BSA 
3% diluído em TBS-T por uma hora e incubadas com os anticorpos primários AR (sc-816, 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), STAT-3 fosforilado (3E2, Cell Signaling 
Technology, Danvers, EUA); IGFR-1 (sc-712- Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
EUA); BCL-2 (#3869 - Cell Signaling Biotechnology, Danvers, EUA) e o marcador nuclear de 
proliferação celular (PCNA) (ab-29 – Abcam, Cambridge, MA, EUA) com diluição variando 
entre 1:250 – 1:500. Após lavagem com tampão TBS-T, as membranas foram incubadas por 
2 horas com os anticorpos secundários anti-rabbit ou anti-mouse HRP conjugados na diluição 
de 1:6000 em BSA 1%. Após nova série de lavagens com TBS-T, foi acrescentado 2 ml de 
solução quimioluminescente (Super Signal West Pico Chemiluminescent/ThermoScientific/ 
34080)  e  atividade da peroxidase foi revelada por um sinal luminescente das bandas de 
Western Blotting , as quais foram capturadas pelo equipamento GeneGnome (Syngene, 
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Cambridge, UK).  As intensidades da marcação obtidas para as diferentes moléculas foram 
determinadas por densitometria através do programa de análise de imagens Image J (Image 
Analysis and Processing in Java) Anticorpo para β-actina (sc 81178- Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) foi usado como controle endógeno. 
 
TUNEL 
 A fragmentação do DNA de células apoptóticas foi detectada pelo sistema de TUNEL 
(Dead End™ Fluorometric TUNEL System, Promega, Madison WI, USA), de acordo com as 
intruções do fabricante. As células apoptóticas foram identificadas e capturadas pelo 
fotomicroscópio invertido Olympus IX71 inverted-II (Olympus, California, USA) equipado com 
sistema de fluorescência. Para a análise, 10 campos aleatórios para cada animal foram 
capturados no aumento de 40x. A contagem total das células por campo foi realizada no filtro 
DAPI, enquanto as células em apoptose foram contadas no filtro FITC onde fluoresceram em 
verde. O indice apoptótico foi determinado pela divisão do número de núcleos apoptóticos 
pelo número total de núcleos encontrados nos campos avaliados (8).  
 
ELISA 
Amostras de sangue foram centrifugadas (centrifuga refrigerada Sigma® 3-18K) a 
3000 rpm, por 10 minutos. O plasma obtido foi utilizado para determinar a dosagem dos níveis 
da interleucina 6 (IL-6), utilizando-se reagentes comerciais pelo método imunoenzimático 
(Quantikine®, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). As absorbâncias das amostras foram 
lidas utilizando-se o equipamento Multi-Mode Microplate Reader Model Synergy H1M (Bio-
Tek Instruments) com comprimento de onda de 450 nm. 
 
Ressonância Magnética Nuclear (1H-RMN) 
Para análise de ressonância magnética nuclear (RMN) foi utilizado o Espectrômetro 
Varian Inova 600 MHz, pertencente ao Laboratório Nacional de Biociências (LNBio). As 
amostras da próstata ventral foram agrupadas em pools, uma vez que a quantidade de tecido 
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de uma única amostra foi insuficiente para leitura de RMN. Sendo assim, cada grupo 
experimental apresentou pelo menos 4 pools compostos de 3 amostras cada. Após a 
formação dos pools, as amostras foram pesadas novamente e homogeneizadas no Polytron 
(Kinematica) em metanol (8mL/g) e água milliQ gelada (8mL/g). Posteriormente, clorofórmio 
(8mL/g) e água milliQ gelada (4mL/g) foram adicionados na mistura e agitados no vortex por 
60s. O extrato permaneceu no gelo por 10 minutos e em seguida foi centrifugado durante 5 
minutos a 2000G (4°C). Após a centrifugação, as amostras apresentaram duas frações, das 
quais somente a fração polar (superior) foi aliquotada e acondicionada a -80°C (modificado 
de 29). Para a preparação da leitura as amostras foram liofilizadas por pelo menos 18 horas.   
Para referência de concentração (visando a quantificação dos metabólitos) foi 
preparada uma solução estoque de TSP (ácido 3-(trimetil-silil)-2,2',3,3'- 
tetradeuteropropiônico ou TMSP-d4) a 50 mmol/L em água deuterada (D2O), armazenada ao 
abrigo da luz e em temperatura ambiente. Assim, os extratos liofilizados foram ressuspendidos 
em 540μL de D2O (dissolução do liofilizado); 60μL de tampão fosfato 1 mol/L em D2O 
(padronização do pH); 6,06μL de solução de TSP 50 mmol/L (referência interna). O resultado 
foi uma solução final de 600,6μL em D2O, com concentrações de 0,5mmol/L de TSP e 
100mmol/L de tampão fosfato (30). 
A sequência de pulsos “1Dpresat” é a mais usual das sequências de pulsos de uma 
dimensão e foi empregada nesta análise. Foram realizados 1024 scans, com intervalos entre 
scans (“delays”) de 1,5 segundos, janela de leitura de 16 ppm, tempo de aquisição de 4 
segundos e 25º C de temperatura. O espectro também foi normalizado pelo valor de TSP, um 
aditivo que é utilizado como referência interna. Os picos observados foram identificados e o 
software Chenomx NMR Suite (Versão 7.1; Chenomx Inc., Edmonton, Canadá), foi utilizado 
para o tratamento dos dados obtidos e para análise qualitativa e quantitativa dos metabólitos 
presentes na amostra. 
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Análise Estatística 
Paras a análise estatística foram empregados a análise de variância (ANOVA), seguida 
pelo teste de Tukey para comparação entre médias.  
Os testes estatísticos realizados exclusivamente para análise de RMN foram realizados 
na plataforma online Metaboanalyst. Foram empregadas análises de variância ANOVA, teste-
t, análise de componentes principais (PCA), a qual agrupa as amostras de acordo com suas 
maiores similaridades, e análise de discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS-DA), 
que tem por objetivo reduzir a dimensão informacional a fim de destacar similaridades ou 
diferenças através da organização preferencial de componentes principais que se mostrem 
correlacionadas com uma variável classificatória (30). Antes da realização das análises 
multivariadas os dados ainda foram normalizados pela área. Para tal, cada valor das variáveis 
de uma amostra foi dividido pela somatória dos valores de todas as variáveis daquela mesma 
amostra, tornando-as comparáveis entre si (30). 
Todas as análises foram realizadas com nível de significância de 5% (31). 
 
5. RESULTADOS 
Imunoistoquímica e Western blotting  
AR 
A imunolocalização do receptor de andrógeno apresentou-se reduzida no epitélio 
prostático dos animais senis quando comparado ao grupo jovem (Figura 1a, b; Tabela 1). Por 
outro lado, após os tratamentos com GTN e Celecoxibe a frequência da marcação deste 
receptor aumentou no compartimento epitelial, enquanto que no estroma manteve-se similar 
ao grupo senil (Figura 1b-d; Tabela 1). Os resultados de western blotting seguiram a mesma 
tendência verificada na Imunoistoquímica, contudo o aumento promovido pelo Celecoxibe não 
foi significativo. O nível proteico de AR aumentou significativamente no grupo SNGTN e 
também no grupo jovem quando comparados aos animais senis (Figura 2a).  
 
 
116 
 
 
 
STAT-3 e pSTAT-3 
Os animais do grupo controle jovem apresentaram imunoreatividade epitelial 
moderada e estromal fraca para STAT-3 (Figura 1e; Tabela 1). Já no grupo senil, intensa 
reatividade nuclear e citoplasmática para STAT-3 foi identificada no compartimento epitelial, 
principalmente em regiões morfologicamente alteradas. No estroma prostático a 
imunomarcação de STAT-3 apresentou-se moderada no núcleo das células musculares lisas 
e intensa no citoplasma. (Figura 1f; Tabela 1). O tratamento com GTN resultou somente na 
diminuição da imunomarcação nuclear de STAT-3 no epitélio, sendo esta moderada (Figura 
1g; Tabela 1). Por outro lado, o Celecoxibe diminuiu a imunomarcação deste fator em ambos 
compartimentos prostáticos (Figura 1h; Tabela 1). 
Em relação aos níveis proteicos do STAT-3 ativo, a forma fosforilada p-STAT-3, foi 
constatada redução significativa nos grupos tratados com GTN e Celecoxibe em relação ao 
grupo controle senil (Figura 2b).  
 
IGFR-1  
A imunolocalização do IGFR-1 apresentou frequência reduzida no grupo controle 
jovem em relação ao grupo controle senil, o qual caracterizou-se principalmente pela intensa 
positividade estromal (Figura 1i, j; Tabela 1). Os tratamentos com Celecoxibe e Goniotalamina 
levaram a redução da frequência da reatividade para IGFR-1 em relação ao grupo controle 
senil (Figura 1k, l; Tabela 1). Na análise de western blotting somente o grupo tratado com 
Celecoxibe apresentou redução estatisticamente significativa em relação ao grupo controle 
senil (Figura 2c). 
 
BCL-2 
Em relação aos níveis da proteína anti-apoptótica BCL-2, foi identificado  aumento 
significativo na próstata de camundongos senis quando comparados ao grupo jovem.  O 
tratamento com GTN foi o único a diminuir significativamente os níves de BCL-2 na próstata  
(Figura 2d).  
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PCNA 
A análise de Western blotting para o marcador de proliferação celular PCNA indicou 
diminuição significativa dos níveis desta proteína na próstata de animais tratados com GTN 
em relação ao grupo senil. Os demais grupos experimentais não apresentaram diferença 
estatisticamente significativa (Figura 2e).  
 
TUNEL 
 Os resultados demonstraram diminuição significativa do índice apoptótico na próstata 
dos animais senis em relação aos jovens. Paralelamente, ambos tratamentos experimentais 
propiciaram aumento significativo do  percentual da taxa de apoptose na próstata dos animais 
senis (Figura 3a-d).  
 
ELISA  
 A análise imunoenzimática do plasma sanguíneo de camundongos senis indicou o 
aumento significativo IL-6 em relação ao grupo jovem. Nos grupos tratados com 
Goniotalamina e Celecoxibe não houve diferença estatisticamente significativa em relação ao 
grupo controle senil, embora tenha sido observado redução numérica da concentração 
plasmática desta citocina pró-inflamatória (Figura 4a).  
 
RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR (1H-NMR) 
As amostras da próstata ventral de animais senis FVB e TRAMP no início do 
desenvolvimento de lesões neoplásicas foram submetidos à análise de RMN, onde 25 
metabólitos foram selecionados e quantificados (Tabela 2). Os resultados estatísticos a partir 
da análise de variância demonstraram níveis significativamente elevados de citrato, 
fosfocolina e fosfoetanolamina (Figura 5a,c,d) na próstata de camundongos senis em relação 
aos grupos TRAMP. Enquanto que níveis significativamente aumentados de alanina foram 
observados na próstata de camundongos TRAMP de ambas idades em relação ao grupo senil 
(Figura 5b).  
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A análise de PCA não segregou o grupo senil dos animais TRAMP no início do 
desenvolvimento do câncer de próstata, sugerindo que as diferenças entre os grupos 
relacionadas ao potencial desenvolvimento de lesões prostáticas não foram relevantes do 
ponto de vista metabólico (Figura 6a).  Já a PLS-DA segregou quase totalmente o grupo senil 
dos grupos TRAMP, indicando diferenças metabólicas específicas entre esses dois modelos, 
principalmente relacionadas às concentraçãoes de citrato, alanina, fosfocolina e 
fosfoetanolamina (Figura 7a). Nessa análise também foi medida o índice de importância da 
variável na projeção (VIP), o qual define a contribuição que uma variável faz ao modelo. A 
Figura 7b mostra os 15 metabólitos que mais contribuíram para a discriminação de classes 
no modelo PLS-DA.  
Além disso, considerando as diferenças encontradas no modelo senil FVB versus 
TRAMP, ainda realizamos o teste-t para comparar o perfil desses metabólitos com a próstata 
de animais jovens (Figura 8a-c). Apesar dos resultados apresentarem aumento numérico dos 
metabólitos avaliados na próstata dos animais senis, não foi identificada diferença 
estatisticamente significativa.  
 
6. DISCUSSÃO  
No presente estudo diferentes parâmetros relacionados à processos proliferativos e 
apoptóticos foram avaliados na próstata de camundongos senis, os quais foram submetidos 
aos tratamentos com GTN e Celecoxibe. Os resultados demonstraram que durante o 
envelhecimento a próstata apresentou aumento da imunoexpressão de proteínas 
relacionadas à proliferação celular e, também, anti-apoptóticas, confirmando a 
susceptibilidade do microambiente prostático ao desenvolvimento de neoplasias neste 
período de vida. A GTN contribuiu de forma específica na diminuição dos níveis do marcador 
de proliferação celular (PCNA), da proteína anti-apoptótica BCL-2 e, também, aumentando o 
nível de apoptose celular após o tratamento. Paralelamente, o tratamento com Celecoxibe se 
destacou pela diminuição dos níveis do fator mitogênico IGFR-1, como também pelo aumento 
significativo da taxa de apoptose.  
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A morte celular através da apoptose desempenha um papel crítico na homeostase da 
próstata normal, bem como no desenvolvimento do câncer (32).  O processo de apoptose 
ocorre por duas vias, intrínseca ou mitocondrial e extrínseca, se diferenciando pelo tipo de 
estímulo que desencadeará a morte celular (33). A BCL-2 é uma proteína anti-apoptótica 
encontrada na membrana externa da mitocôndria, que participa dos mecanismos de morte 
celular pela via intrínseca, juntamente com outras proteínas através do bloqueio da liberação 
do citocromo c (34,35). Os presentes resultados apontaram aumento dos níveis de BCL-2 na 
próstata de animais senis em relação ao grupo jovem, confirmando a susceptibilidade do 
microambiente prostático senil à mecanismos de evasão apoptótica, o que pode levar ao 
desequilíbrio glandular de modo geral. Diferentes estudos têm correlacionado a elevada 
expressão da BCL-2 ao envelhecimento e, também, ao avanço do adenocarcinoma prostático 
para um perfil de maior agressividade e de independência androgênica (36-39). Níveis 
elevados de BCL-2 na próstata também foram observados após ablação androgênica por 
castração, e revertido após a administração de testosterona, concluindo que a 
superexpressão desta proteína foi consequência direta da baixa hormonal (36). No presente 
estudo, concomitante ao aumento dos níveis de BCL-2 na próstata senil também se verificou 
a diminuição de AR no mesmo grupo, o que certamente influenciou na capacidade apoptótica 
das células prostáticas.  
Com relação a GTN, os dados apresentados mostraram que o tratamento  foi capaz 
de aumentar significativamente o percentual relativo de células, e o único a  diminuir os níveis 
de BCL-2 apoptóticas na próstata dos animais senis.  Inayat-Hussain, et al. (40) verificaram o 
potencial pró-apoptótico da GTN em células leucêmicas T através da ativação das caspases 
3 e 7 durante a morte celular. Outro estudo dos mesmos autores provou que a GTN induziu a 
apoptose através de danos ao DNA e estresse oxidativo (41). Neste estudo, Inayat-Hussain 
et al. (41) verificaram redução dos níveis de BCL-2 após o tratamento com GTN, todavia, este 
resultado não demonstrou ser determinante para a morte celular.  Em contrapartida, outros 
autores observaram que o tratamento com GC-51, estiril lactona análoga à GTN, diminuiu a 
expressão gênica da BCL-2, aumentou da expressão gênica de BAX e a ativação da caspase-
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3 na linhagem celular de leucemia promielocítica HL-60 (42). O desequilíbrio na regulação da 
expressão gênica entre BCL-2 e BAX, ocasionado pelo GC-51, tornou as células HL-60 mais 
sensíveis à indução apoptótica (42).  Assim, com base nos resultados do presente estudo e a 
correlação com a literatura, é possível afirmar que a GTN também é capaz de estimular o 
processo de apoptose in vivo. Por outro lado, apesar da diminuição dos níveis de BCL-2 
sugerir contribuição para o estímulo da apoptose, nossas análises não permitem afirmar se 
esta redução foi crucial no aumento da morte celular após o tratamento, ou consequência 
indireta da ação da GTN em outras vias.   
Semelhantemente ao tratamento com GTN, o tratamento com Celecoxibe aumentou 
significativamente o índice apoptótico na próstata de animais, confirmando sua ação pró-
apoptótica já verificada na literatura. A ação pró-apoptótica do Celecoxibe também foi 
verificada no trabalho que seguiu a mesma metodologia utilizada do presente estudo, onde 
foi observada concomitante redução dos níveis proteicos de COX-2 e IGFR-1 na próstata de 
camundongos TRAMP (16). Análises com outros inibidores da COX-2, como SC-58125 e 
NS398, reportaram aumento da apoptose de células de câncer de cólon e próstata através da 
diminuição dos níveis de BCL-2 (43,44). Por outro lado, o estudo de Hsu et al. (45) indicou 
que o tratamento com Celecoxibe não alterou os níveis de BCL-2 em linhagens de células 
prostáticas cancerosas LNCAP e PC3. Ainda, os mesmos autores reportaram que células PC-
3, transfectadas para expressar altos níveis de BCL-2, não foram resistentes à apoptose 
mediante ao tratamento com Celecoxibe. Como conclusão este estudo afirmou que a morte 
celular resultante da ação do Celecoxibe ocorreu pelo bloqueio da fosforilação da Akt, 
independentemente da BCL-2 (45). De forma semelhante, os níveis de BCL-2 não foram 
alterados no presente estudo, fato que sugeriu que os efeitos pró-apoptóticos do Celecoxibe 
ocorreram, provavelmente, por outra via diferente da BCL-2.   
Elevados níveis de IGF-1 associados ao aumento da atividade e expressão do IGFR-
1, tem sido correlacionados ao aumento processos proliferativos e redução da morte celular, 
podendo desencadear transformações neoplásicas em diferentes órgãos, incluindo a próstata 
(46). Nossos resultados demonstraram aumento da imunoexpressão do IGFR-1 na próstata 
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dos animais senis em relação aos jovens, indicando aumento do potencial mitogênico desta 
proteína durante o envelhecimento. Em concordância com os resultados do presente estudo, 
Montico et al. (2014) observaram elevados níveis de IGFR-1 no lobo dorsolateral de 
camundongos FVB senis e, no modelo TRAMP de 8 e 12 semanas de idade. Ainda, estes 
mesmos autores destacaram o desequilíbrio no microambiente prostático de animais senis 
caracterizados pelo aumento da remodelação tecidual, fatores mitogênicos envolvidos em 
processos de invasão e proliferação celular e angiogênese, como elementos importantes no 
surgimento de lesões pré-neoplásicas.  
Em relação aos tratamentos do nosso estudo, foi observado que ambos levaram a 
diminuição da imunomarcação do IGFR-1.  Contudo, na análise de Western Blotting somente 
o tratamento com Celecoxibe diminuiu significativamente os níveis desse receptor. A relação 
entre o bloqueio da COX-2 e a diminuição dos níveis de IGFR-1 não é bem esclarecida na 
literatura. Todavia, a expressão gênica de COX-2 e a síntese de prostaglandinas na linhagem 
de células de câncer de cólon humano  pode ser regulada pela via dos receptores de IGF-1 e 
IGF-2 (47). O estudo de Liu et al. (48) abordou a relação entre os efeitos do Celecoxibe no 
crescimento induzido por IGF-1 em células de carcinoma pulmonar humano, verificando que 
o tratamento inibiu o crescimento e capacidade de invasão dessas células e, ainda, diminuiu 
a expressão IGFR-1. Os mesmos autores descreveram que esses resultados ocorreram 
independentemente do bloqueio da COX-2, sugerindo que a ação exercida pelo tratamento 
Celecoxibe foi resultante do bloqueio da via da AKT, a qual tem papel fundamental em 
processos proliferação celular, invasão e metástase. A via AKT também é conhecida por 
desempenhar um papel crítico na apoptose por meio da inibição de proteínas pro-apoptóticas 
e ativação de fatores anti-apoptóticos (49).  
Embora os resultados dos níveis proteicos não tenham confirmado a ação da GTN na 
redução do IGFR-1, outro estudo do nosso grupo de pesquisa observou a redução deste fator 
de crescimento após os tratamentos com GTN e Celecoxibe na próstata de camundongos 
TRAMP (16). Assim sendo, concluímos que a redução dos níveis de IGFR-1, resultante do 
tratamento com Celecoxibe, comprovou a ação benéfica deste tratamento na regulação de 
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processos mitogênicos da próstata de animais senis. Além disso, esses resultados sugerem 
um mecanismo de ação alternativo do Celecoxibe além da inibição da COX-2, ressaltando o 
potencial amplo espectro de ação deste medicamento, além da sua capacidade como anti-
inflamatório já comprovada. 
No presente estudo, o grupo senil não só apresentou aumento significativo da 
imunoreatividade do STAT-3 e dos níveis proteicos do pSTAT-3, como também níveis 
significativamente elevados de IL-6, sua principal ativadora. A literatura apontou que o 
aumento da expressão do STAT-3 também está relacionado com o surgimento e avanço de 
diversos tipos de tumores, como os de próstata (15). Isto foi considerado, uma vez que este 
fator tem como principal função aumentar a capacidade de sobrevivência celular e induzir a 
expressão de genes anti-apoptóticos como BCL-2 e BCL-X (12). Outro importante tópico desta 
via é a múltipla capacidade de ação da IL-6. Rojas, et al. (50) observaram que a ação parácrina 
da IL-6 em células prostáticas provocou aumento da fosforilação do IGFR-1 mesmo sem a 
presença dos ligantes IGF-1 e IGF-2 e, além disso, que inibição do STAT-3 provocou a direta 
inibição da fosforilação do IGFR-1. Assim, a IL-6 foi capaz de estimular a tumorigênese 
prostática através da ativação STAT-3, bem como a ativação cruzada do IGFR-1 (50). No 
câncer de próstata, a IL-6 facilita a progressão da doença levando ao desenvolvimento mais 
agressivo andrógeno-independência através da ativação do AR sob ausência de andrógenos, 
além de estimular o processo inflamatório (50). Em conjunto esses resultados ressaltaram a 
importância da via do STAT-3 na próstata durante o envelhecimento, e seu possível 
envolvimento como iniciadora de processos neoplásicos. Ainda, estes autores ressaltaram a 
interação das vias do IL-6, STAT-3, IGFR-1 e AR no desenvolvimento do câncer e 
demonstram a importância de investigá-las em conjunto, assim como foi feito no presente 
estudo.  
Quantos aos tratamentos, ambos foram capazes de reduzir a imunoreatividade e 
níveis proteicos do STAT-3, sendo a ação do Celecoxibe mais expressiva nessa modulação. 
O único trabalho que ressalta a ação da GTN na via do STAT-3 foi publicado por nosso grupo 
de pesquisa, onde verificou-se a diminuição significativa após o tratamento de resposta 
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imediata e tardia com a GTN na próstata de camundongos TRAMP (16). Os mesmos autores 
registraram diminuição dos níveis do STAT-3 também após o uso do Celecoxibe. A literatura 
especializada é escassa quanto aos efeitos do bloqueio da COX-2 na via do STAT-3, 
principalmente na próstata. Liu et al. (51) foram um dos poucos autores a registrarem a 
correlação entre essas vias em células da próstata, onde concluíram que o aumento da 
expressão de COX-2 e prostaglandinas contribui para a progressão e desenvolvimento do 
câncer de próstata através da ativação da IL-6. Desta maneira, o bloqueio da COX-2 pode ser 
uma das maneiras de inibição da ativação da via do STAT-3, e consequentemente um inibidor 
de processos proliferativos.  
Os resultados do presente trabalho também demonstraram a diminuição significativa 
do marcador de proliferação celular-PCNA na próstata dos animais senis após o tratamento 
com GTN. Em concordância com esses resultados, a GTN também reduziu significativamente 
a taxa de proliferação celular na próstata de camundongos TRAMP, retardando a progressão 
da doença (16). Além disso, Vendramini-Costa et al. (52) também demonstraram que 
tratamento com GTN reduziu a taxa de proliferação celular (PCNA) no cólon de camundongos 
knockout para IL-10, ou seja, pré-dispostos a desenvolverem doenças inflamatórias crônicas. 
É importante ressaltar que, o PCNA está envolvido em diversos processos fundamentais para 
o funcionamento celular, sendo indispensável para manutenção da integridade genômica (53). 
Considerando que o crescimento celular é requisito é primordial para a progressão do câncer 
desde estágios iniciais, e o PCNA é fator indispensável para replicação do DNA, a inibição 
desta proteína é considerada uma importante estratégia no tratamento de neoplasias (53). 
Desta maneira, os resultados aqui apresentados confirmaram a ação antiproliferativa da GTN 
na próstata de animais senis, indicando seu potencial preventivo no aparecimento de 
neoplasias nesta fase da vida. 
Com relação à ressonância magnética nuclear, os resultados revelaram níveis 
significativamente elevados de citrato na próstata de animais senis em relação aos 
camundongos de TRAMP 12 semanas de idade, mas não em relação aos animais 8 semanas 
de idade. Costello et al. (21) demonstraram similaridades entre as alterações metabólicas 
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encontradas no câncer humano e no TRAMP, principalmente com relação a redução dos 
níveis de citrato e zinco. Outros autores ao descreverem o perfil metabolômico do TRAMP em 
estado avançado da doença, também constataram diminuição dos níveis de citrato como 
fortemente associada a diminuição de zinco (54).  É conhecido que a perda de zinco 
transforma células normais “citrato-produtoras” em células malignas “citrato-oxidantes”, as 
quais proveem fontes metabólicas sintéticas e bioenergéticas alternativas para o crescimento 
tumoral na próstata (55-57). Assim sendo, os presentes resultados não só confirmaram o que 
se sabe sobre a relação do citrato e o câncer de próstata através da redução desse metabólito 
no grupo TRAMP de 12 semanas de idade quando comparado aos animais senis, como 
também indicaram este metabólito como importante “hallmark” metabolômico do início e 
progressão do grau de lesões pré-neoplásicas.  
Entre as características metabólicas do câncer prostático humano está o aumento dos 
derivados de colina e etanolamina, ambas fosfolipídeos de membrana (58,59). Os presentes 
resultados relevaram níveis significativamente elevados de fosfocolina e fosfoetanolamina nos 
camundongos FVB senis em relação ao TRAMP, destacando a intensidade das 
transformações metabólicas na próstata durante o envelhecimento. Embora não significativo, 
é importante ressaltar o tentende aumento desses metabólitos na próstata de camundongos 
senis quando comparado ao grupo jovem. Teichert et al. (54) compararam a próstata de 
camundongos jovens sadios com camundongos TRAMP de 8 semanas de idade, observando 
aumento da razão entre glicerofosfocolina e fosfocolina. No que diz respeito ao metabolismo 
da colina, esse resultado sugeriu que em estágios iniciais da carcinogênese, o modelo TRAMP 
passa por alterações metabólicas similares ao câncer humano (54). Outro estudo concluiu 
que os metabólitos contendo etanolamina podem contribuir tanto para o pico de colina total 
como metabólitos que contém colina devido à proximidade no espectro (60). Os mesmos 
autores ainda verificaram níveis elevados de fosfocolina em amostras de obtidas de pacientes 
com câncer de próstata quando comparado a amostras de hiperplasia benigna prostática. 
Entre as possíveis explicações para as diferenças entre o grupo senil e TRAMP está a 
diferença da linhagem, a qual pode ter gerado essa disparidade. Em segundo lugar, a 
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ausência de um grupo de estágio avançado de câncer para poder avaliar a resposta dos 
fosfolipídeos de membrana conforme a progressão da doença. Assim sendo, os presentes 
resultados indicaram que o metabolismo de lipídeos de membrana pode ser indicativo de 
alterações relacionadas a processos neoplásicos no animal senil.  
Assim como o citrato, a alanina é produto final da oxidação do glutamato, a qual é 
considerada a maior fonte de obtenção energética no câncer (61). Acredita-se que elevadas 
concentrações de alanina sejam resultantes do processo de formação de novas membranas 
(lipogênese) e, também, do aumento da síntese proteica em células de câncer em proliferação 
(62), fato que condiz com as características glandulares do modelo TRAMP. 
Os presentes resultados confirmaram o aumento da produção de alanina no modelo TRAMP, 
quando comparado aos animais senis. Através desse resultado, e juntamente com os dados 
da análise de PLS-DA, é possível inferir que a próstata do camundongo senil ainda não exibe 
alterações significativas no metabolismo energético, principalmente relacionados ao consumo 
de glicose, glutamina e produção de alanina.  
 Finalizando, com base nos resultados apresentados confirmamos que a senilidade 
está relacionada ao aumento de processos proliferativos na próstata, bem como da 
sobrevivência celular. A GTN mostrou-se efetiva na estabilização do processo proliferativo de 
forma direta. Já o Celecoxibe atingiu indiretamente mecanismos envolvidos nesse processo. 
Tanto a GTN quanto o Celecoxibe estimularam a apoptose celular, sugerindo a capacidade 
citotóxica dos tratamentos. Além disso, os resultados aqui apresentados demonstraram mais 
uma vez a importância de se traçar o perfil completo da biologia da próstata durante o 
envelhecimento, no desenvolvimento de neoplasias e frente aos tratamentos 
quimiopreventivos. Assim, ambos tratamentos demonstraram ação benéfica no 
microambiente prostático e atenuaram os efeitos decorrentes do processo de envelhecimento. 
A análise metabolômica da próstata senil chamou a atenção e indicou novos 
questionamentos a respeito do grau de similaridade entre um microambiente potencialmente 
propenso ao desenvolvimento de neoplasias com o modelo animal para o câncer de próstata, 
e novos métodos de análise se fazem necessários para a confirmação destas respostas. 
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Através dos dados obtidos foi possível afirmar que dentre os diferentes metabólitos 
analisados, a via do metabolismo lipídico se destacou nos animais senis podendo ser alvo de 
diferentes abordagens terapêuticas. 
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8. FIGURAS E LEGENDAS 
Figura 1.  
Figura 1. Fotomicrografias da imunomarcação de AR, STAT-3 e IGFR-1 (seta) na próstata 
ventral de camundongos FVB . Ep: epitélio; St: estroma; L: lúmen; nu: marcação nuclear; Cit: 
marcação citoplasmática (Barra 50μm) 
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Figura 2. 
Figura 2. Análise dos níveis proteicos de AR, pSTAT-3, IGFR-1, PCNA e BCL-2 nos diferentes 
grupos experimentais. 
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Figura 3. 
 
Figura 3. Índice de células em apoptose na próstata de camundongos senis e tratados com 
GTN e Celecoxibe. Grupo Jovem (A); Grupo Senil (B); Grupo Senil Goniotalamina (C); Grupo 
Senil Celecoxibe (D). (Barra 50μm) 
 
Figura 4. 
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Figura 4. Concentração de IL-6 no plasma sanguíneo de camundongos dos diferentes grupos 
experimentais. 
 
Figura 5. 
Figura 5. Concentrações dos metabólitos avaliados no tecido prostático que foram 
significantemente diferentes no teste estatístico ANOVA entre os grupos SENIL FVB e 
TRAMP de 8 e 12 semanas de idade. (A) Citrato. (B) Alanina. (C) Fosfoetanolamina. (D) 
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Fosfocolina. (E) Espectro de RMN apontando os sinais dos principais compostos alterados na 
próstata de camundongo. 
 
Figura 6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Componentes principais (PC´s) obtidas na plataforma online Metaboanalyst 3.0 para 
as amostras da próstata de camundongos FVB senis (vermelho); TRAMP de oito semanas de 
idade (azul); TRAMP de 12 semanas de idade (verde).  
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Figura 7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Representação da análise de PLS-DA para amostras da próstata de camundongos 
FVB senis; TRAMP de oito semanas de idade; TRAMP de 12 semanas de idade. No gráfico 
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bidimensional (A), as elipses representam os intervalos de confiança de 95% para os 
diferentes modelos animais: grupo senil FVB (vermelho); TRAMP de oito semanas de idade 
(azul); TRAMP de 12 semanas de idade (verde). Relação dos 15 metabólitos com maiores 
índices VIP, obtidos na construção de modelo PLS-DA para amostras da próstata dos 
diferentes modelos animais.  
 
Figura 8. 
 
Figura 8. Análise das concentrações metabólicas de citrato (A), alanina (B), fosfoetanolamina 
(C) e fosfocolina (D) nos grupos JOVEM e SENIL. Teste t-student: não apresentou diferenças 
estatisticamente significativas: p>0,005. 
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9. TABELAS 
Tabela 1. Distribuição da imunorreatividade de AR, STAT-3 e IGFR-1 na próstata ventral de 
animais FVB senis dos diferentes grupos experimentais. 
 
 JOVEM SENIL SNGTN 
 SNCEL 
 Ep St Ep St Ep St  Ep St 
AR 3 1 1 1 2 1  2 1 
 Nu / Cit Nu / Cit Nu / Cit Nu / Cit Nu / Cit Nu / Cit  Nu / Cit Nu / Cit 
STAT-3 2/1 2/1 3/3 2/3 2/3 2/3  1/1 1/2 
IGFR-1 1 2 1 3 1 1  1 1 
 
Distribuição da imunorreatividade: 0 (0%), 1 (33%), 2 (33–66%), e 3 (66%).  
Ep: Epitélio; St: Estroma; Nu: Núcleo; Cit: Citoplasma  
 
Tabela 2. Metabólitos considerados na análise de conteúdo intracelular das amostras do lobo 
ventral da próstata de camundongos senis e transgênicos para o adenocarcinoma de próstata.  
METABÓLITOS INTRACELULARES 
Acetato Galactarato 
Aconitato Glicerofosfocolina 
Alanina Glicina 
Citrato Glicose 
Colina Glutamato 
Creatina Glutamina 
Creatina fosfato Inosina 
Creatinina Lactato 
Etanol Mio-inositol 
Formato Niacinamida 
Fosfocolina Piruvato 
Fosfoetanolamina Taurina 
Fumarato  
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7. CONSIDERAÇÕES GERAIS DA TESE 
 
 Os tratamentos com Goniotalamina e Celecoxibe apresentaram ação 
quimiopreventiva em ambos modelos experimentais através do controle da 
inflamação. No modelo TRAMP, esta ação apresentou efeito prolongado e 
retardou o avanço da doença, demonstrando que a progressão do câncer de 
próstata é diretamente influenciada pela ação de mediadores pró-inflamatórios.  
 O uso do modelo TRAMP no estudo da inflamação versus câncer de próstata 
nos proporcionou maior entendimento acerca do microambiente prostático 
durante o desenvolvimento de neoplasias, e revelou a Goniotalamina como 
nova e promissora abordagem terapêutica na prevenção e tratamento do 
adenocarcinoma prostático devido ao amplo espectro de ação desse composto 
 A diminuição da proliferação e aumento da apoptose ocasionada pelos 
tratamentos com Goniotalamina e Celecoxibe também indicaram o potencial 
anti-tumoral dessas duas drogas, e trouxeram resultados inéditos em relação 
aos efeitos da Goniotalamina in vivo. 
 O controle da inflamação antes da instalação de lesões malignas interferiu nos 
mecanismos de proliferação e morte celular, se apresentando como um método 
alternativo na prevenção do câncer de próstata.  
 Os efeitos benéficos da Goniotalamina foram superiores e ou atingiram maior 
espectro aos observados para o Celecoxibe na maioria dos parâmetros 
avaliados na próstata de camundongos senis e TRAMP. 
 A resposta biológica aos tratamentos com Goniotalamina e Celecoxibe 
comprovou que a inflamação é elemento fundamental para iniciação e 
promoção do câncer de próstata. 
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 As alterações encontradas na próstata durante a fase de envelhecimento não 
se restringiram a mudanças morfológicas e proteicas, mas também foi evidente 
no nível metabolômico. Assim sendo, destacamos a importância dos efeitos do 
envelhecimento no metabolismo da próstata, indicando os elementos da 
metabolômica como alvo para terapias quimiopreventivas, bem como a ser 
utilizado como possível método complementar na detecção precoce de lesões 
potencialmente agressivas 
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9. APÊNDICES 
9.1. ANÁLISE DE PESO CORPÓREO 
Os dados de peso corpóreo foram obtidos no início e no fim dos diferentes tratamentos 
experimentais. Tanto os animais senis tratados com GTN e Celecoxibe quanto camundongos 
TRAMP eutanaziados com 12 e 22 semanas de idade não apresentaram diferença 
estatisticamente significativa quando comparado aos seus respectivos grupos controles 
(Figura 1).  
 
Figura 1. Representação gráfica da variação de peso corpóreo entre os diferentes grupos 
experimentais. 
 
 
9.2. MACROSCOPIA TUMORAL 
A avaliação macroscópica de incidência tumoral foi determinada no momento da 
eutanásia ao constatar-se aumento característico da massa tumoral, conforme a Figura 2. Os 
grupos TRAMP com 22 semanas de idade apresentaram visível aumento da próstata e do 
aporte sanguíneo, sendo a incidência de 38,4 % no grupo T2GTN e 55,5% no grupo T2CEL. 
Ainda, o peso tumoral foi comparado entre os grupos T2GTN e T2CEL, e apesar de não ser 
constado diferença significativa, os tumores encontrados no grupo T2CEL foram maiores 
(Figura 3). 
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Figura 2. Vista ventral geral do complexo urogenital de camundongos tramp. A: tramp de 8 
semanas de idade. B: tramp de 22 semanas de idade; destaque para formação da massa 
tumoral (seta). 
 
Figura 3. Representação gráfica da variação de peso dos tumores encontrados nos grupos 
T2GTN e T2CEL entre os diferentes grupos experimentais. 
 
9.3. ÍNDICE DE MORTALIDADE 
O índice de mortalidade do T2CEL foi de 30,7%, enquanto que nos demais grupos 
experimentais não houve incidência de mortes.  
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9.4. AVALIAÇÃO DE TOXICIDADE DA GONIOTALAMINA 
O teste de toxicidade do composto GTN foi realizado nos camundongos FVB jovens e 
senis, bem como nos camundongos TRAMP. Os animais foram tratados diariamente via 
intraperitoneal com a dose de 150mg/Kg de Goniotalamina racêmica. Sinais de toxicidade 
geral como efeitos na locomoção, comportamento (agitação, sonolência, atividade reduzida), 
respiração, salivação lacrimejamento, cianose das extremidades e mortalidade foram 
observados por 4 horas após aplicação no período de 15 dias. (Lintchfield & Wilcoxon, 1949; 
Lapa et al.  2008). A GTN não apresentou indícios de toxicidade na dose sugerida de 
150mg/Kg, considerando os padrões comportamentais. 
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